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EDITORIAL
A AGROPECUARIA E O AGRONEGOCIO

A agropecudria é considerada como um conjunto de atividades ligadas a agricultura e a
pecudria. E relevante para a humanidade e também para a economia mundial, pois a sua
producdo se destina ao consumo humano e ao comércio. Esse aspecto considerado muito
positivo é por outro lado questionado, em fungdo dos problemas ambientais oriundos da sua
expansdo e utilizacdo de métodos para o cultivo e criacdo de diferentes espécies de animais de
interesse zootécnico. Um dos problemas se refere ao desmatamento. A retirada da cobertura
vegetal reduz a biodiversidade, extingue espécies animais e vegetais, propicia a
desertificacdo, erosdo, reducdo de nutrientes do solo, além de contribuir para o aquecimento
global.

O agronegdcio brasileiro é uma atividade prdspera, € moderno, eficiente e competitivo.
E a mola propulsora da economia brasileira, sendo responséavel por mais de 30% do produto
interno bruto, mais de 40% das exportacOes totais e mais de 37% dos empregos brasileiros.
Além de produtos vegetais como o café, acucar, soja e sucos de frutas, lidera o ranking de
vendas de carne bovina, suina e de frango.

A érea de Ciéncias Agrarias esta diretamente relacionada com essa tematica e, assim
sendo, os profissionais médicos veterinarios sdo imprescindiveis para 0 sucesso do
agronegocio, bem como 0s zootecnistas, que juntamente ostentam 0s conhecimentos a serem
aplicados para o éxito da atividade.

O presente numero da Revista Veterinaria e Zootecnia traz artigos interessantes
inéditos, contribuindo com o desenvolvimento cientifico em diferentes areas do
conhecimento. Como artigos de revisdo: Manejo alimentar de caprinos e ovinos nos trépicos;
Megaesdfago secundario a miastenia gravis e Aspectos gerais sobre a mastite bovina causada
por Mycoplasma spp. Os relatos de caso: Remaining of the yolk sac; Epiteliogénese
imperfeita em suinos; Entendendo as alteracbes hematoldgicas em um quadro de piometra:
estudo de um relato de caso; O sucesso da Nux vomica em trés casos de cdes com injuria
gastrica por anti-inflamatoério ndo esteroidal e Leiomiossarcoma vesical em cadela. Os artigos
originais: Sensory attributes of veal meat receiving different liquid diets; Soroprevaléncia e
pesquisa de oocistos de Toxoplasma gondii em felideos selvagens procedentes do estado do
Par4, Brasil; Tumor venéreo transmissivel canino: analise da casuistica 2008-2014 no hospital
veterinario de Botucatu; Avaliacdo histopatoldgica dos linfonodos axilares e inguinais
superficiais em cadelas (Canis familiaris) submetidas a mastectomia terapéutica; Pesquisa de
anticorpos contra a diarreia viral bovina (BVDV) em rebanhos bubalinos (Bubalus bubalis) do
estado do Pard; Acdo da luz ultravioleta e da riboflavina na inativacdo de leishmania em
sangue canino conservado em bolsas para transfusdo; Prevaléncia e impacto econdmico do
produtor decorrente da retencdo de placenta em rebanhos leiteiros da agricultura familiar, do
sudoeste paranaense; Crotalus durissus cascavella venom toxicity to mammalian cells;
Determinagdo da concentracdo de Mycobacterium fortuitum por meio da espectrofotometria;
Evolucdo das taxas de vacinacdo contra brucelose bovina segundo as areas de risco para febre
aftosa no estado do Pard; Seroepidemiological survey for canine leptospirosis in the coast of
S&o Paulo State, Brazil e Long bone fractures in cats: a retrospective study.

Prof. Helio Langoni
Editor-Chefe

Langoni H. A AGROPECUARIA E O AGRONEGOCIO. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3):325.
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RESUMO

A adequada alimentacdo de pequenos ruminantes passa por alguns aspectos importantes,
notadamente no que diz respeito a compreensdo do comportamento alimentar destes animais,
0 planejamento alimentar, a op¢do por dietas de custo minimo, as praticas de conservagédo de
volumosos e de manejo de pastos nativos e cultivados, a producdo forrageira adequada por
area e a possibilidade de substituir os alimentos tradicionais por alimentos alternativos, tais
como os subprodutos agroindustriais. Nesse sentido, € preciso vincular a alimentacdo dos
rebanhos em funcdo das categorias produtivas e visando a suplementacdo estratégica em
determinados periodos do ano, quando a escassez de forragens é mais frequente e para as
categorias mais exigentes. A adaptacdo dos sistemas produtivos a realidade de cada regido
brasileira contribui para o fortalecimento da producdo de pequenos ruminantes e para o
estabelecimento de sistemas de arragoamento mais adequados, bem planejados e que evitem
situacOes desfavoraveis, como a subnutricdo e a queda de parametros produtivos.

Palavras-chave: nutricdo, planejamento alimentar, pequenos ruminantes.
DIETARY MANAGEMENT OF SHEEP AND GOATS IN THE TROPICS
ABSTRACT

The adequate supply of small ruminants undergoes some important aspects, especially with
regard to understanding the feeding behavior of these animals, the food planning, the choice
of minimum cost diets, conservation practices and management of forage pastures and native
grown, forage production appropriate for the area and the possibility of replacing traditional
foods for alternative foods, such as agroindustrial byproducts. In this sense, it is necessary to
link the feeding of livestock production according to the categories and targeting strategic
supplementation in certain periods of the year when the shortage of fodder is more common
and more demanding classes. Adaptation of production systems to the reality of each region
contributes to the strengthening of small livestock production and to establish systems of
feeding more appropriate, well designed and to avoid unfavorable situations, such as
malnutrition and falling production parameters.

Keywords: food planning, nutrition, small ruminants.
MANEJO DE LA DIETA DE OVEJAS Y CABRAS EN EL TROPICO
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RESUMEN

El suministro adecuado de los pequefios rumiantes sufre algunos aspectos importantes, sobre
todo en lo que respecta a la comprension del comportamiento de alimentacion de estos
animales, la planificacion de los alimentos, la eleccion de la dieta de costo minimo, las
practicas de conservacion y manejo de pastos forrajeros y nativas crecido, produccion de
forraje adecuado para la zona y la posibilidad de sustituir los alimentos tradicionales de
alimentos alternativos, como subproductos agroindustriales. En este sentido, es necesario
vincular la alimentacion de la ganaderia de acuerdo con las categorias y la orientacion
suplementacion estratégica en determinadas épocas del afio, cuando la escasez de forraje es
mas comun y las clases més exigentes. Adaptacion de los sistemas de produccion a la realidad
de cada region contribuye al fortalecimiento de la produccion de ganado menor y establecer
sistemas de alimentacion méas adecuado, bien disefiado y evitar situaciones desfavorables,
como la desnutricion y la caida de los parametros de produccion.

Palabras clave: nutricion, planificacion alimentar, pequefios rumiantes.
1. INTRODUCAO

A espécie ovina possui habitos alimentares de pastejo baixo, com predilecdo a
gramineas e leguminosas, em ambientes com menor disponibilidade dessa vegetacdo,
alimentam-se também de arbustos e ervas. Ja os caprinos, tem por habito o pastoreio com a
cabeca ereta, consumindo prioritariamente folhas de arvores e arbustos, tendo preferéncia
também por dicotiledoneas herbaceas. Devido a essa versatilidade, classificou-os como
selecionadores intermediarios por possuirem ampla plasticidade alimentar, comportamento
classificado como oportunistico, na medida em que modificam facilmente suas preferéncias
alimentares em funcdo da época do ano, disponibilidade e qualidade da forragem (1).

No Brasil, os sistemas de criacdo de ovinos e caprinos tém se expandido para além das
fronteiras das regides nordeste e sul, tradicionalmente produtoras, com importantes
incrementos quantitativos principalmente nos rebanhos das regides sudeste e centro-oeste
brasileiras. De acordo com Resende et al. (2), ndo somente o efetivo tem aumentado, mas a
capacidade produtiva dessas espécies também tem evoluido devido a varios fatores,
destacando-se o melhoramento genético, nutricional e sanitario. Os autores também
destacaram que a ovinocaprinocultura atualmente tem aumentado sua participacdo no
agronegacio brasileiro e, dessa forma, destacaram que para acompanhar essa expansao houve
também aumento nas pesquisas cientificas na area.

O Nordeste Brasileiro possui 0 maior rebanho de ovinos e caprinos brasileiros. Em
regibes semiaridas, de acordo com Ben Salem (3), os ovinocaprinocultores praticam a
atividade em escala limitada devido a escassez e a ma distribuicdo pluvial e baixa utilizacao
de ferramentas de manejo animal. Ainda de acordo com esse autor, a situacdo é agravada pela
degradacdo dos pastos nativos, continua elevacdo dos precos dos alimentos concentrados e
instabilidade econdmica internacional que também cria sérias dificuldades para o
provisionamento de nutrientes. Bomfim et al. (4) adicionaram que o baixo nivel de ado¢édo de
tecnologias aplicadas estd em fatores ndo tecnolégicos como o baixo preco de
comercializacdo dos produtos, que desestimula o investimento na propriedade; a falta de
crédito ou o alto custo dele; a falta de uma politica de assisténcia técnica, dentre outros. Estes
fatores, isolados ou em conjunto, anulam qualquer tentativa de emplacar novas tecnologias
para melhorar o desempenho dos sistemas.

A regido sudeste tem recebido constantes incrementos quantitativos em seus rebanhos
particularmente pelo desenvolvimento da caprinocultura leiteira e ovinocultura de corte. A
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regido sul tem avancado na criacdo de caprinos e, muito embora, tenha havido, nos ultimos
anos, decrescimo no rebanho ovino, ainda é a segunda regido com maior efetivo (5). A regido
centro-oeste tem crescido em termos de rebanhos de pequenos ruminantes, tendo em vista o
objetivo de comercializagdo em grande escala da carne ovina e caprina para o atendimento
dos mercados interno e externo. A regido norte, embora com crescimento mais modesto,
também avanca nas criagbes de pequenos ruminantes. Cada regido, com realidades tdo
dispares, merece a atencdo da pesquisa em sistemas de alimentacdo, especialmente
considerando-se a inter e a transdisciplinaridade das &reas de atuacdo dos pesquisadores nesse
tema.

Na maioria dos criatorios de pequenos ruminantes brasileiros, o0 modelo extensivo € o
predominante. O pasto nativo e/ou cultivado é a base alimentar para os rebanhos. Quando os
pastos tornam-se escassos e/ou reduzem sua qualidade nutritiva, a suplementagcdo com
forrageiras de corte e racdo concentrada sdo estratégias recomendadas. No sistema intensivo a
pasto, gramineas sdo cultivadas e os animais sdo mantidos em piquetes, com acesso a agua e
sal mineral a vontade. Dependendo do manejo, da disponibilidade de forragem e da categoria
animal produtiva, em determinados periodos do ano, o fornecimento de suplementacdo
alimentar ou mineral pode ser feita. A conservacdo de forrageiras na forma de feno e/ou
silagem, a cana-de-agUcar e capins de corte (ex. capim elefante cv. Napier) sdo alguns
exemplos de suplementos volumosos oferecidos nos periodos de escassez de pasto e/ou
quando a sua qualidade nutritiva reduz. A racdo concentrada contribui com o suprimento de
nutrientes nao fornecidos pelos volumosos e que Sao necessarios aos animais.

Em se tratando de exigéncias nutricionais de pequenos ruminantes, Varios Sdo 0S
sistemas que predizem as exigéncias nutricionais das diversas categorias de producdo de
ovinos (6-9). Mesmo com todas essas op¢Oes, tem sido constatado pelos pesquisadores no
Brasil que como sdo sistemas modelados para animais, alimentos e ambientes distintos dos
nossos, é possivel que os modelos definidos ndo estejam consoantes as nossas condicdes.
Esforcos estdo sendo feitos entre os centros de pesquisa e universidades nacionais para o
desenvolvimento das tabelas de exigéncias nutricionais de caprinos e ovinos nacionais,
porém, para a consolidacdo desse projeto, sdo necessarios mais trabalhos e mais efetividade
na compilacdo dos resultados ja obtidos.

Obijetivou-se, com a presente revisao, abordar alguns aspectos importantes acerca do
manejo alimentar de caprinos e ovinos nos trépicos, em suas diferentes categorias produtivas,
os alimentos comumente utilizados em sua alimentacdo e possiveis alternativas alimentares,
além da importancia do planejamento alimentar, métodos de estocagem e conservacdo de
forragens e perspectivas de pesquisas em avaliacao de alimentos para caprinos e ovinos.

2. CARACTERIZACAO DOS ALIMENTOS NOS TROPICOS

Para aprimorar os sistemas de producdo de caprinos e ovinos nos tropicos é necessario
particularizar as especificidades de cada regido produtora considerando-se os alimentos
disponiveis, a constancia na oferta e os custos de producdo e aquisicdo de cada um deles,
sejam volumosos, concentrados tradicionais ou mesmo subprodutos da agroindustria. Além
do fator disponibilidade, o valor bromatoldgico dos alimentos é primordial ao ajuste dietético,
proporcionando estabelecer as melhores estratégias de suplementacdo alimentar que sejam
economicamente viaveis, considerando o maximo desempenho animal (10).

No tocante as especies forrageiras, para que seja possivel explorar o potencial de
producdo e crescimento de uma determinada espécie forrageira é necessario conhecer a
estrutura bésica da planta e a maneira segundo a qual seus 6rgdos funcionais e seu
metabolismo sdo afetados pelo estresse comum a um ambiente tropical. Um dos principais
fatores a ser observado neste caso € a digestibilidade das forrageiras. A digestibilidade de uma
forrageira esta relacionada com os diferentes tipos de tecidos e seus 6rgdos e com a idade da
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planta, permitindo diferenciacdo nutricional de espécies e cultivares. Assim, a presenca de
tecidos vegetais lignificados esta relacionada com menores taxas de digestibilidade. Isso
ocorre porque as plantas tropicais apresentam um tipo de rota metabolica para a fixacdo do
carbono na estrutura vegetal que ocorre dentro do mesdéfilo e da bainha vascular. Isso Ihes
confere maior densidade de feixes vasculares, sendo essa estrutura circundada por células da
bainha parenquimaética, o que implica em estrutura mais espessa e consequente elevado teor
de carboidratos estruturais (11).

A temperatura ambiente também interfere na digestibilidade das plantas tropicais,
reduzindo entre 0,08 a 1,81 unidades percentuais para cada grau centigrado de elevacgéo de
temperatura. Valores mais altos de digestibilidade sdo mais evidenciados em estacGes frias do
que em quentes. A anatomia da folha, por sua vez, ndo apenas influencia a producdo de
forragem como também seu valor nutritivo e 0 desempenho animal. Em forrageiras tropicais,
células do mesofilo e do floema sdo rapidamente digeridas, as da epiderme e da bainha
parenquimatica dos feixes sdo digeridas mais lentamente, células do xilema e esclerénquima,
por serem mais espessas e lignificadas, ndo sdo digeridas (11).

O pastejo direto em pastos nativos normalmente implica em alta variagdo de
caracteristicas bromatologicas e de digestibilidade. Quando o pastejo é feito em pastos
cultivados, geralmente em condicGes de pastejo rotacionado, o processo requer cuidado em
termos de taxas de lotacdo, periodos de descanso, turno de rega e reposicdo de nutrientes ao
solo. Para isso, faz-se necessario uma continuidade do estudo do hébito de pastejo animal em
associacdo com o habito de crescimento das plantas forrageiras consumidas sob essas
condigdes. O uso de forrageiras para corte (manejadas intensivamente) para fornecimento
direto no cocho ou para fenacdo e ensilamento podem permitir a manutencdo do valor
nutritivo das forrageiras cultivadas ao longo do ano, desde que respeitados 0s aspectos
relativos a nutricdo das plantas, caracteristicas fisiologicas especificas das plantas forrageiras
e fornecimento hidrico adequado.

Em se tratando de regido tropical, ao mesmo tempo em que se compreende que o Brasil
€ um verdadeiro celeiro na producdo de alimentos concentrados, verifica-se também a
relevante oscilacdo nos precos de mercado normalmente determinados pela lei da oferta e
procura em periodos de entressafra. Nesse caso, 0s estoques reguladores do governo que
poderiam suportar essa oscilacdo, apresentam-se insuficientes em area disponivel para o
armazenamento. Estes aspectos, em determinados periodos do ano, em associacao
principalmente com a escassez de forragens nos periodos de estiagem, a falta de planejamento
alimentar e o ineficiente sistema de escoamento da producdo das regides produtoras de graos
para as regides consumidoras terminam por elevar os precos, implicando muitas vezes em
inviabilidade econémica dos sistemas produtivos. Sob esse aspecto, a utilizagdo de
subprodutos agroindustriais pode ser alternativa tendo em vista a ampla disponibilidade
especifica em cada regido, cujas pesquisas tém demonstrado o potencial de uso como
substitutos de volumosos e de concentrados proteicos e energéticos.

Avaliando o desempenho de cordeiros recebendo residuo de biodiesel do dendé (12),
observaram efeito crescente no consumo de matéria seca, aumento no ganho de peso, melhora
nas caracteristicas e acabamento de carcaca, sugerindo que a inclusdo em até 5% da materia
seca total dietética é alternativa viavel para o incremento energético na dieta de ovinos em
crescimento. Por sua vez, avaliando a substituicdo do capim mombaca pela torta de murumuru
(Astrocaryum murumuru var. murumuru Mart.), nas concentragdes de 0; 10; 20; 40; e 60%
sobre o consumo e digestibilidade aparente de nutrientes, além do balango nitrogenado
dietético, concluiu que a utilizagdo da torta de murumuru interfere no consumo
impossibilitando sua utilizagdo como concentrado exclusivo e que deve ser usado com
alternativa alimentar em até 20% da dieta para ovinos (13). E substituiu a alimentacdo de
ovinos a base de capim mombaca pela torta de cupuacu (Theobroma grandiflorum) em 0%,
10%, 20%, 40% e 60%, avaliando o consumo voluntério, digestibilidade aparente dos
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nutrientes e balanco de nitrogénio, ndo observou influéncia negativa sobre o consumo da
maioria dos nutrientes, com excecdo dos consumos de extrato etéreo e proteina bruta que
foram prejudicados nos niveis mais elevados de inclusdo, pela reducdo da digestibilidade
dietética (14).

A seguir sdo apresentados os dados de composi¢do bromatologica das tortas de cupuagu
e de murumuru (Tabela 1) (15).

Tabela 1. Composicdo bromatoldgica das tortas de cupuagu (Theobroma grandiflorum) e
murumuru (Atrocarryum murumuru).

Nutriente (%) Torta de Cupuacgu Torta de Murumuru
Matéria Seca 91,67 90,94
Proteina Bruta 12,89 9,34
Extrato Etéreo 10,78 13,29
Residuo Mineral 8,56 0,92
FDN* 24,17 56,95
FDA** 19,81 49,61
Lignina 7,91 8,59
PIDN*** 10,29 7,43

*FDN=Fibra em Detergente Neutro; **FDA=Fibra em Detergente Acido; ***PIDN=Proteina InsolGvel em
Detergente Neutro.

A torta de babagu pode sofrer alteracdes em sua composicdo dependendo da forma
como o Oleo é extraido (10). Os animais que recebem dietas contendo esse alimento devem
passar por adaptacdo (16). Apds isso, recomendaram entre 15 a 30% de inclusdo em dietas
para ovinos. Varias sdo as possibilidades quando tratamos de alimentos alternativos. Vale,
todavia, a regra da disponibilidade regional, constancia na oferta e avaliacdo da qualidade
bromatoldgica.

3. PLANEJAMENTO ALIMENTAR

O planejamento alimentar é uma estratégia que leva ao estabelecimento de um conjunto
coordenado de agdes que permitam produzir e estocar alimentos em quantidade suficiente
para 0 adequado suprimento de nutrientes aos animais em determinado periodo,
oportunizando os melhores pre¢os de aquisicdo (17). Outro aspecto relativo ao planejamento é
0 de se evitar a escassez alimentar nos periodos mais criticos de oferta de forragens. Nas duas
situacdes o planejamento alimentar € a base para a compra e estocagem de alimentos quando
0 custo de aquisicdo é menor (periodo de safra) para o caso principalmente de alimentos
concentrados e em condi¢Oes de armazenamento do excedente forrageiro na forma de silagem
ou feno ou mesmo a formacdo de bancos de proteina, estratégicos para a suplementacao
volumosa rica em proteina.

O sucesso do planejamento alimentar depende dos seguintes aspectos:

1. Conhecimento sobre as exigéncias nutricionais dos animais e de consumo de materia
seca de ovinos e caprinos nas diferentes categorias de producao;

Conhecimento sobre o valor nutricional dos alimentos utilizados;

Quantidade de forragens e outros alimentos disponiveis na fazenda;

Existéncia de alimentos alternativos de boa qualidade nutricional na regido;

Preco de alimentos a serem comprados mais acessiveis e possibilidade de estocagem;

Realizacdo de praticas de fenagéo e silagem para conservacao de forragens;

Conhecimento sobre praticas de suplementacdo alimentar e de sistemas de pastejo

intensivos;

8. Acompanhamento técnico para a previsdo de compra e producdo de alimentos
conforme o tempo necessario para se alimentar um determinado grupo de animais de

Noakown
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acordo com a categoria de producdo e exigéncias nutricionais, bem como
obedecendo ao preparo de ragdes de minimo custo.

Sob esse ultimo aspecto, o planejamento alimentar considera o efetivo de animais que
serdo alimentados ao longo do ano, o consumo médio por cabe¢a/dia, 0 nimero de dias em
alimentacdo, a disponibilidade e a capacidade para estocagem dos alimentos, além do
percentual relativo a perdas e sobras que devem ser incorporados (em torno de 20-30% do
total calculado).

Logo abaixo (Tabela 2), é apresentado um exemplo de previsdo para um adequado
planejamento alimentar, considerando-se a necessidade de forragem pra um rebanho de 100,
200 ou 300 cabras com peso vivo médio de 40 kg para um periodo de oito meses e consumo
médio, por animal, de 3,0% do peso vivo em matéria seca (40 x 0,03 = 1,2 kg MS).

Tabela 2. SimulagBes de consumo médio de matéria seca (MS) e reserva necessaria de
forragem para o periodo de estiagem.

Namero de Consumo médio Consumo médio Reserva necessaria
animais kg MS/dia do rebanho para periodo seco
kg MS/dia t MS
100 1,200 100 x 1,200 =120 120 x 240 = 28,8
200 1,200 200 x 1,200 = 240 240 x 240 = 57,6
300 1,200 300 x 1,200 = 360 360 x 240 = 86,4

Para atender a necessidade do rebanho de 200 animais com a oferta de volumosos, nesse
caso, a reserva poderia ser formada com 67,8 t de feno (85% MS) ou 192 t de silagem (30%
MS) ou 288 t de capim verde (20% MS). Os valores ddo conta da expressiva quantidade
necessaria ao rebanho e da necessidade real de se planejar o fornecimento alimentar,
especialmente nos periodos mais criticos do ano de escassez de forragens.

Conservar a forragem que sera fornecida, além de garantir a oferta para um determinado
periodo, pode também garantir a qualidade e a uniformidade do valor nutritivo forrageiro. O
ensilamento, preservacdo da forragem verde em ambiente anaerdbico, é prética relativamente
simples e acessivel para os criadores. Qualquer forrageira aceitavel pelos caprinos e ovinos,
na forma verde, normalmente se presta para o ensilamento, desde que colhida quando
apresentar a melhor qualidade nutritiva. O milho, o sorgo e o capim-elefante sdo as
forrageiras mais utilizadas. O processo de fenacdo, por sua vez, vem sendo utilizado para o
aproveitamento do excedente forrageiro produzido (18). O armazenamento do feno é muito
flexivel, porque pode ser feito em fenis, medas ou depoésitos (enfardados). A distribuicdo é
simples, pois pode ser feita no cocho, podendo também ser consumido diretamente quando
produzido em medas.

Em se tratando de trépico semiarido, as secas e incertezas climaticas recorrentes
constituem fatores limitantes a producdo animal. Devido as suas caracteristicas
morfofisioldgicas, as cactaceas representam fonte de agua e alternativa alimentar para as
regides sub-umida e semiarida, podendo tambem constituir reserva alimentar e meio para se
realizar um adequado planejamento alimentar forrageiro para os periodos mais criticos do
ano. A palma constitui alimento volumoso suculento de grande importancia para os rebanhos,
notadamente nos periodos de secas prolongadas, pois, além de fornecer alimento verde,
contribui no atendimento de grande parte das necessidades de agua dos animais. As espécies
de palmas forrageiras mais utilizadas na alimentacéo animal no Nordeste sdo Opuntia ficus
Mill e Nopalea cochenillifera Salm-Dyck (19).

Pelo lado econémico, sempre foi objeto da consideracdo dos nutricionistas a obtengédo
de um método que fornecesse a mistura mais barata e que atenda aos requisitos dos animais,
para uma dada situacdo (ragdo de minimo custo). Atualmente os programas de computacdo
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utilizados para a formulacdo de ragdes facilitaram bastante este tipo de balanceamento de
dietas para pequenos ruminantes e sdo amplamente utilizados pelos nutricionistas (17).

Adaptando o célculo realizado para valores de 2013 relativos ao comércio de Sobral-
Ceard, levemos em consideragdo o preparo de um suplemento concentrado proteico-
energético para um lote de 100 cordeiros em terminacdo com seis meses de idade, peso vivo
médio de 30 kg e ganho de peso esperado de 200 g/dia. Esses animais sendo mantidos em
confinamento recebendo, como fonte volumosa, capim elefante (Pennisetum purpureum) com
56 dias de idade de corte, & vontade (17).

O suplemento, composto de farelo de soja, milho, farelo de trigo e calcario, para
correcdo do provavel desbalanco de célcio e fosforo dietético resultante da incluséo do farelo
de trigo na racdo. A seguir estdo apresentados os precos dos alimentos (Tabela 3).

Tabela 3. Precos dos alimentos utilizados para o célculo do suplemento em dois diferentes
meses do ano de 2013*.

Precos
Alimentos Janeiro/2013  Abril/2013 Julho/2013 Agosto/2013
Farelo de Soja R$ 1,50 R$ 1,34 R$ 1,30 R$ 1,34
Farelo de Trigo R$ 1,00 R$ 0,37 R$ 0,50 R$ 0,50
Milho R$ 0,88 R$ 0,68 R$ 0,70 R$ 0,66
Calcério R$ 0,30 R$ 0,30 R$ 0,30 R$ 0,30

*Adaptagdo de tabela utilizando informagdes do comércio de Sobral-Ceara (17).

Segue logo abaixo (Tabela 4), a composi¢do quimico-bromatoldgica do capim elefante
fornecido, dos alimentos utilizados para a composicdo do suplemento e a composi¢do do
proprio suplemento formulado.

Tabela 4. Composicdo quimica (%) do capim elefante utilizado, dos alimentos concentrados e
do suplemento formado por eles em base de matéria seca.
Componentes ~ Capim Farelode Farelo de Milho Calcério  Suplemento

elefante Soja Trigo Formulado

Matéria Seca 25,50 86,89 87,47 92,58 100,0 88,90
Proteina 10,85 44,68 11,80 9,15 - 15,34
Bruta

NDT 57,57 75,48 76,00 85,00 - 74,40
FDN 74,63 14,00 47,01 9,00 - 33,11
Célcio 0,59 0,33 0,15 0,03 34,00 1,61
Fosforo 0,41 0,48 0,99 0,26 - 0,74

Fonte: (17)

O suplemento conteria em matéria natural as seguintes proporgoes:

Farelo de soja > 14,16%

Farelo de trigo = 63,59%

Milho - 18,44%

Calcario - 3,81%

Para cordeiros em terminagdo estima-se um consumo de suplemento em torno de
300g/cordeiro/dia. O custo do suplemento formulado seria de R$ 1,02/kg (precos de
Janeiro/2013), R$ 0,56/kg (precos de Abril/2013), R$ 0,64/kg (precos de Julho e
Agosto/2013). Para 60 dias de confinamento, para os 100 cordeiros consumindo cada um
deles 300g/dia, teriamos um custo com suplemento de R$ 1.839,00 com alimentos comprados
em Janeiro/2013 e de R$ 1.011,33 se os alimentos tivessem sido comprados em Abril/2013.
Uma economia para a compra dos alimentos em Abril de R$ 827,67. Os calculos revelam,
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portanto, a importancia do planejamento alimentar para o preparo de ra¢gdes de minimo custo
e para a maior economicidade do sistema de producéo.

Vale ressaltar que o menor preco por quilo do alimento utilizado também deve
considerar as condi¢Oes de infraestrutura adequada para 0 armazenamento. Armazenagem
inadequada pode resultar em perda de valor nutritivo e perdas quantitativas. O ataque de
pragas e roedores e o crescimento de fungos provocam problemas, tanto pelo seu préprio
desenvolvimento, quanto pelas micotoxinas produzidas (17).

4. MANEJO ALIMENTAR E CATEGORIAS PRODUTIVAS
4.1. Manejo das crias

Nas primeiras semanas de vida, € importante a administracdo do colostro, rico em
células de defesa (imunoglobulinas) que contribuirdo com a prevencao de doencas. Em casos
onde a fémea ndo apresente ou tenha producao insuficiente de colostro, se a cria ndo for aceita
pela mée, o neonato poderé ser colocado junto a outra fémea recém-parida. Pode também ser
realizado o aleitamento artificial em mamadeira, preferencialmente nas primeiras 3 horas de
vida (20). Se o colostro estiver congelado, deverd ser descongelado em banho-maria. Os
cuidados com a higiene dos materiais utilizados sdo fundamentais para evitar o risco de
diarreias nos animais durante essa fase.

A partir dos 10 dias de idade, cordeiros e cabritos jA comegcam a ingerir alimentos
solidos. Para antecipar o desenvolvimento quanti-qualitativo do ramen, a pratica do creep
feeding € alternativa interessante nesta fase. Além da contribuicdo com o desenvolvimento
papilar, o creep feeding contribui com o incremento nutricional na dieta das crias (leite),
aumentando a taxa de crescimento, melhorando a eficiéncia alimentar e evitando o desgaste
excessivo das fémeas através da amamentacao (21). Segundo Neiva et al. (22), com 0 menor
desgaste das fémeas, é proporcionada melhoria da eficiéncia reprodutiva, uma vez que a cria
esta substituindo parcialmente o leite pelo alimento fornecido.

O consumo de alimento pelos cordeiros com duas a seis semanas de idade esta ligado a
palatabilidade, forma fisica da racéo e das condi¢Ges do ambiente onde 0 manejo sera adotado
(22). Os mesmos autores ressaltaram que o concentrado deve ter proteina com alta
digestibilidade, energia prontamente disponivel, minerais com alta disponibilidade biol6gica,
bem como vitaminas. Com esse adensamento nutritivo, o creep feeding torna-se indispensavel
para encurtar o tempo de acabamento dos animais para abate (23). O fornecimento de
volumosos de alta qualidade também € recomendado, pois contribui para o desenvolvimento
da capacidade de ingestdo de alimentos.

Geralmente o leite e 0 pasto oferecido aos cordeiros ndo atendem o exigido. Como a
curva de crescimento desses animais estd em franca ascendéncia, para reduzir o tempo de
abate, a incorporacdo de dietas concentradas pode potencializar o desenvolvimento. Ao
avaliar um nivel de energia que fosse ideal para esta fase, incorporou-se a dieta de cordeiros
Suffolk, trés niveis de energia (2,6; 2,8 e 3,0 Mcal de energia metabolizavel/ kg MS) em
sistema de creep feeding. Observou-se que a dieta com 3,0 Mcal proporcionou o melhor
desempenho para esses animais (P<0,05) com ganhos médios de 408,57g/dia (24). Para
determinar o teor ideal de proteina bruta em dietas para cordeiros Suffolk, Ortiz et al. (25)
utilizaram 15, 20 e 25% de PB na dieta dos cordeiros e verificaram que dietas com 25% de PB
favoreceram a maiores ganhos (410g/dia) (P<0,05) sem alterar as caracteristicas da carcaca.

Uma das formas para incrementar o desempenho das crias a pasto € o creep grazing.
Essa estratégia consiste em permitir para 0s cordeiros acesso restrito a um pasto de melhor
qualidade, sem que eles percam o contato visual da mée. Esse sistema permite ganhos de
peso mais moderados, mas em sistemas de producdo a pasto € interessante uma vez que para
atingir o tempo de abate em comparacéo ao confinamento néo é tdo distante (26).
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4.2. Manejo de fémeas de recria

O manejo nutricional adequado das fémeas na fase de recria é critico, pois influencia
diretamente na idade a puberdade e a primeira cobertura (20). Recomenda-se que 70% do
peso da fémea adulta seja atingido aos 7 meses de idade e, como critério para a primeira
monta, 0 uso do peso corporal como parametro € mais coerente que a idade da fémea. O
fornecimento de volumosos de boa qualidade e concentrado torna possivel a adocdo desse
manejo, tendo como beneficios, a reducéo da idade ao primeiro parto.

A subnutricdo em fémeas desta fase pode resultar em retardo no desenvolvimento
reprodutivo, aumentando o tempo necessario para reposicdo no plantel de matrizes. A
presenca de animais jovens no plantel recebendo um manejo alimentar pobre ou insuficiente
em nutrientes tende a aumentar as perdas embrionarias (27).

Durante a puberdade, alta oferta de concentrados também néo é aconselhdvel. O ganho
de peso excessivo pode acarretar em maior deposicdo de gordura nas glandulas mamarias e
reducdo na futura producao de leite (20).

O efeito da subnutricdo ocorrida no inicio da gestacdo pode ser deletério a gestacéo,
especialmente a fémeas jovens que, naturalmente, j& apresentam exigéncias nutricionais
maiores pelo desenvolvimento uterino, de glandulas mamarias e anexos embrionarios (8).
Segundo Borges et al. (27) a recuperacdo ndo chega a ser total quando ovelhas que ainda néo
atingiram o peso adulto sofreram restricdo alimentar no inicio da gestacdo em relacéo ao terco
final de gestagdo. A proporgdo de concentrados a dieta deve ser aumentada gradativamente,
ao ponto que, antes do parto, o consumo de concentrado em matéria seca seja equivalente a
pelo menos 1% do peso vivo. O aumento do nivel de concentrado nas dietas aumenta a oferta
de glicose para o desenvolvimento fetal, limitando a mobilizacdo da gordura corporal e
problemas metabdlicos associados, como toxemia da gestacdo ou cetose (28). E importante
que as borregas ao parto estejam com escore de condicao corporal entre 3,0 e 3,5 (29). Para o
incremento dos indices reprodutivos e produtivos do rebanho, a avaliacdo do ECC das fémeas
€ uma pratica necessaria na rotina de qualquer propriedade (28).

4.3. Manejo de fémeas

Dietas com maior teor nutritivo, notadamente em energia, sao oferecidas as fémeas ao
longo de duas a trés semanas que antecedem a estacdo de monta e nas duas semanas
posteriores. Esse manejo é conhecido por flushing. Como vantagens, alta apresentacdo de cios
no momento da entrada dos reprodutores, aumento da taxa ovulatdria, maior concepgdo e
sobrevivéncia embrionaria, com maiores taxas de fertilidade e prolificidade. Adicionalmente,
0 adensamento de nutrientes dietéticos pode também contribuir para a correcdo do status
nutricional dos animais antes de entrar na estacdo de monta. Fémeas com escore corporal
adequado dispensam tal manejo, uma vez que trabalhos relatam que a superalimentacdo
durante a fase inicial da gestacdo pode causar efeitos negativos sobre a viabilidade
embrionaria.

De acordo com Rogério et al. (28), é desejavel que na fase reprodutiva, os animais
estejam com ECC entre 3 e 4; durante o inicio e meio da gestacdo, o0 ECC deve estar entre 2,5
e 4; no terco final da gestacdo deve estar entre 3,0 a 3,5; e 3,5 a 4,0 para gestantes com 1 e 2
fetos, respectivamente. Apds o parto e no inicio da lactacdo, o ECC deve ser de no minimo
2,0. E importante ressaltar que fémeas em inicio de gestacdo ndo devem perder mais do que
7% do seu peso, pois conforme estes autores, esta reducdo acarreta em mudancas de 0,5 na
condicdo corporal dos animais. A seguir (Figura 1), € possivel observar o escore de condicao
corporal em funcéo da fase do ciclo produtivo.
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Figura 1. Escore de condicdo corporal em funcdo da fase do ciclo reprodutivo-produtivo.
Fonte: Cezar e Sousa (21).

Pimenta Filho et al. (30) avaliaram o desenvolvimento de cordeiros Morada Nova a
partir do fornecimento as maes de diferentes niveis de energia metabolizavel dietéticos (2,2;
2,8 e 3,4 Mcal/dia) no terco final de gestacdo. De acordo com o estudo, o efeito nivel
energético dietético ndo influenciou o peso dos cordeiros ao nascimento e até as quatro
primeiras semanas de vida, nem a composicdo do colostro das matrizes (P>0,05), mas 0s
autores ressaltaram um possivel direcionamento dos nutrientes dietéticos para os tecidos fetais
e mamarios, visto que a mobilizacédo de reservas ndo foi observada nesse estudo.

Na fase inicial da gestacéo, as exigéncias nutricionais das ovelhas devem ser calculadas
para exceder ligeiramente a mantenca (29,31). Geralmente, a utilizacdo de uma dieta a base de
forrageiras de boa qualidade é suficiente para atender as exigéncias nesse periodo. Nesta fase,
o crescimento fetal equivale a 10-15% do peso do cordeiro. Devido este fato, maior atengéo é
dada as fémeas no terco final de gestacéo (31).

Nas Gltimas semanas de gestacdo, as ovelhas exigem maior aporte de nutrientes em
menor volume de alimentos por conta da reducdo do espago abdominal para o rimen. Ajustes
na dieta devem ser realizados, especialmente com a inclusdo de alimentos de maior densidade
energética (28). Animais mal nutridos durante a gestacdo apresentam maior tempo de
recuperacdo poOs-parto, maiores intervalos entre partos, menor ndmero de partos duplos,
dentre outros problemas (32). Situacbes em que fémeas ao final da gestacdo sofreram
restricdo severa e abrupta resultam em decréscimo da taxa de crescimento fetal em até 40%.
Se a restricdo prosseguir por mais de duas semanas nesta fase, as perdas podem ser ainda
maiores.

A viabilidade e o desenvolvimento pds-natal das crias sdo diretamente influenciados
pelo aporte energético dado as matrizes no periparto (30). Os mesmos autores destacaram que
uma ovelha subnutrida no dltimo terco da prenhez tera cordeiros com menor peso ao
nascimento, mesmo que o plano nutricional durante os primeiros 100 dias de gestacdo tenham
sido adequados. Inversamente, um alto nivel nutricional no Gltimo terco da gestacdo produzira
cordeiros normais, ainda que a nutricdo no inicio da gestacdo tenha sido deficitéria. Isso,
entretanto, ndo quer dizer que sejam negligenciadas as fases anteriores ao periparto, em
termos de manejo nutricional adequado (31).

As exigéncias das fémeas no inicio da lactacdo correspondem ao dobro da referente ao
final da gestacdo (31). As exigéncias nutricionais das ovelhas em lactacdo variam ao longo
das fases do ciclo produtivo. Os sistemas de producdo podem adotar intervalos de Partos (IP)
de 8 a 12 meses. Para que o sistema funcione bem com intervalos mais curtos, as fémeas
devem ter alimentacdo de alta qualidade durante todo o ano, uma vez que serdo bem mais
exigidas. Além de oferecer volumosos de boa qualidade, cerca de 500 g/dia de concentrado,
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mais 200 a 300 g/dia por kg de leite produzido, de acordo com a fase de lactacdo deverdo ser
oferecidos (20).

Para amenizar a perda de peso é aconselhavel utilizar racfes palataveis e com elevada
densidade energética, sem esquecer o fornecimento da quantidade minima de fibra. De acordo
com Macedo Junior et al. (32), pelo menos 28,08% de FDN deve ser incorporado nas dietas
de fémeas ovinas no final da gestacdo. E importante ressaltar que nos sistemas de producio de
leite as fémeas devem ter a lactacdo interrompida entre 45 a 60 dias antes do parto, para se
recuperarem, produzam colostro e venham a parir em condic¢do corporal adequada para uma
nova lactacao.

De modo geral, para todas as categorias produtivas é desejavel que o fornecimento de
agua de boa qualidade seja feito e também o fornecimento de suplementos minerais
especificos para cada categoria produtiva.

5. SISTEMAS DE PRODUQAO DE OVINOS E CAPRINOS NOS TROPICOS
5.1. Producéo de pequenos ruminantes a pasto

Para estabelecer um sistema a pasto é importante conhecer os habitos dos pequenos
ruminantes sob esta condi¢cdo. Sdo habitos como ramoneio e consideravel versatilidade, no
caso dos caprinos. Os caprinos sdo consumidores seletivos, mas séo inferiores aos bovinos e
ovinos quanto a digestdo da fibra, a despeito de sua fama de ser capaz de digerir qualquer
coisa. Os ovinos, por sua vez, geralmente consomem a pasto com cabeca abaixada,
alimentando-se preferencialmente de gramineas. A associacdo entre estas duas espécies no
consumo a pasto pode inclusive potencializar o aproveitamento do consumo forrageiro e a
reducdo de infestaces parasitarias (1). A preferéncia do animal por determinadas porcdes da
planta esta diretamente relacionada com sua intensidade de pastejo. A seletividade pode ser
exercida entre espécies de plantas, na parte da planta (assim, folhas novas, inflorescéncias e
frutos constituem as partes mais preferidas em comparacdo com caules, folhas secas, ramos,
etc.), no seu local de ocorréncia e na época do ano (33). O habito alimentar dos ovinos
consiste em pastejar com maior intensidade pela manhd até as 11 horas e a tarde das 15 horas
até o anoitecer. A ruminacdo ocorre principalmente no periodo noturno e final da tarde e o
descanso maior a noite.

Com esses entraves pertinentes é necessario desenvolver estratégias para intensificar a
producgéo forrageira e assim, minimizar os efeitos da sazonalidade da produgéo de forragem,
sempre lembrando as caracteristicas edafoclimaticas da regido que devem ser levadas em
consideracdo para a implementagédo do sistema (34). O mesmo autor ressaltou que o elevado
custo para construcdo e manutencdo das cercas divisorias, principalmente para ovinos e
caprinos, contribuirdo para a elevacdo dos custos de producao.

Para escolher a espécie forrageira, € prudente ter conhecimento quanto a sua adaptagéo
ao clima e solo da regido, observar o0 manejo e o melhor aproveitamento forrageiro. Os capins
Andropogon (Andropogon gayanus), Aruana (Panicum maximum cv. Aruana), as braquiarias,
o Capim Buffel (Cenchrus ciliaris L.), o Coastcross (Cynodon dactylon cv. Coastcross), o
Capim Estrela Africana (Cynodon nlemfuensis cv. nlemfuensis), o Capim Tifton 85 (Cynodon
dactylon) e o Capim Quicuio (Pennisetum clandestinum) sdo alguns exemplos de plantas
forrageiras que podem ser exploradas para o pastejo de ovinos e caprinos nos tropicos. O
Capim Graméo (Cynodon spp.) e o Capim Tanzania (Panicum maximum cv. tanzania) ja
foram bem estudados pela EMBRAPA-Caprinos e Ovinos. De acordo com Neiva (34),
algumas especies estdo sendo usadas com cautela, como € o caso da Brachiaria decumbens
apos casos de fotossensibilizacdo, o que pode indicar 0 uso em pastejo noturno, caso haja essa
possibilidade.
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Para proceder com o plantio, analisar o solo para que se conheca a fertilidade adequada,
operacdes de limpeza, aracdo e gradagem com o objetivo de deixar o solo preparado para
receber as mudas ou sementes e também realizar a correcdo do solo sdo medidas geralmente
necessarias. O plantio deve estar de acordo com a época e quantidade de sementes ou mudas
por hectare, tratos culturais, por meio de adubacbes de cobertura, reposicdo anual de
nutrientes, controle de pragas e plantas invasoras. O correto manejo das pastagens permite
otimizar o sistema produtivo e garantir a sua sustentabilidade, visando uma melhor producao
animal por hectare e a preservacdo das caracteristicas fisico-quimicas do solo, reciclando
nutrientes e controlando a eroséo (20).

O pastejo continuo é mais utilizado em sistemas extensivos, onde o rebanho tem acesso
a toda a area da pastagem durante toda a estacdo de crescimento. A utilizacdo do pasto dessa
forma favorece ao menor aproveitamento da forragem produzida. Por outro lado, menores
custos com infraestrutura sdo exigidos.

O sistema de pastejo rotacionado tem apresentado bons resultados, uma vez que explora
0 potencial forrageiro ao maximo em menor espaco. O produtor que optar por esse sistema em
sua propriedade, deve entender que para intensificar a producdo, algumas condi¢es devem
ser atendidas, tais como: disponibilidade de agua, solos férteis, animais com bom potencial
genético, gramineas produtivas, cercas adequadas, controle sanitario (principalmente das
verminoses), sendo 0 apoio em assisténcia técnica necessario para o sucesso do sistema (33).

Ao avaliar o fluxo de biomassa em Panicum maximum cv. Tanzénia sob lotagéo rotativa
por ovinos com trés periodos de descanso (1,5; 2,5 e 3,5 novas folhas por perfilho), Candido
et al. (35) observaram que os ovinos mantidos sob o periodo de descanso para 1,5 novas
folhas por perfilho apresentaram desempenho superior (124,94 g/dia) comparado a 3,5 novas
folhas por perfilho (55,48 g/dia) (P<0,05). A lotacdo para o tratamento 3,5 folhas por perfilho
suportou maior nimero de animais (74,26 ovinos/ha) em relacdo ao tratamento 1,5 folhas por
perfilho de periodo de descanso (58,79 ovinos/ha) (P<0,05). A maior capacidade de suporte
observada para o periodo de descanso com 3,5 novas folhas por perfilho deve ser analisada
com atencdo, pois embora suporte maior nimero de ovinos por hectare a produtividade é
baixa, 0 que resulta em menor rendimento (35).

A EMBRAPA Caprinos e Ovinos conduziu trabalhos verificando a terminacdo de
ovinos em sistema rotacionado, irrigado e adubado com capim-tanzania (Panicum maximum
cv. tanzania) e capim-gramdo (Cynodon spp.). A taxa de lotacdo variou de 40 a 60
ovinos/ha/periodo, com um ganho de peso diario variando de 60 a 159 gramas o que
proporcionou producgdes de 3600 a 4800 kg de PV/ha (33).

Dependendo da fase de crescimento do animal, como recria ou engorda, estimular o
ganho de peso contribui para a eficiéncia do processo. Em casos de ritmos de crescimento
modestos, 0 desempenho ndo € tdo eficiente, pois muita forragem ingerida é utilizada em
processos ndo produtivos (mantenca). Um animal com baixo ganho de peso diario leva trés
vezes mais tempo para alcangar o ponto de abate e consome, aproximadamente, duas vezes
mais alimento do que um cordeiro cujo potencial ndo esteja sendo limitado (36).

A oferta de forragem que maximiza o desempenho de cordeiros € quatro vezes superior
ao seu nivel de ingestdo, ou seja, para um cordeiro conseguir preencher a sua capacidade de
consumo € necessario oferecer a ele, no pasto, quatro vezes mais do que aquilo que
efetivamente ele vai consumir (33).

Um dos problemas enfrentados ao realizar o sistema de pastejo rotacionado é o controle
de parasitas gastrintestinais. Na ovinocultura, as categorias mais susceptiveis aos efeitos do
parasitismo sdo os cordeiros desmamados e as ovelhas no final da gestacdo e inicio da
lactacdo pela depressdo do sistema imunologico. Com o objetivo de se prevenir e/ou diminuir
a contaminacgdo das pastagens, uma vez que menos de 5% da populagdo parasitaria encontra-
se dentro dos animais e 95% no pasto, tem-se utilizado o pastejo alternado de ovinos com
bovinos como estratégia importante para reduzir essa infestacdo no pasto (37,38).
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5.2. Suplementacao estratégica a pasto

Para os sistemas de producdo a pasto, estrategicamente pode-se trabalhar com a
suplementacdo estratégica (39). E importante conhecer as categorias cujas exigéncias
nutricionais sdo mais elevadas, caso de fémeas no terco final do periodo de gestacdo, fémeas
no inicio do periodo de lactacéo, cordeiros/cabritos em crescimento, matrizes e carneiros em
atividade reprodutiva. Também merece atengdo a escolha de suplementagdes concentradas
especificas para essas categorias. Na pratica, um excelente indice que permite o
acompanhamento da nutricdo dos rebanhos é o escore corporal associado com as pesagens,
realizados em intervalos semanais, quinzenais ou mensais, conforme o manejo dos rebanhos
nas propriedades (40).

Otimizar o quantitativo do rebanho efetivamente produtivo pode também ser uma
estratégia para o uso dos alimentos disponiveis. O descarte orientado de animais com baixa
producdo, com problemas sanitarios e/ou reprodutivos € um bom comeco. Esse descarte deve
ficar entre 20-30% do rebanho. Na sequéncia, a selecdo por animais adaptados as condi¢Ges
de criacdo especificas para cada regido brasileira (mais eficientes no uso dos alimentos), com
habilidade materna, na perspectiva de producao de crias mais pesadas a desmama (no caso de
rebanhos para corte) sdo avangos importantes no contexto do descarte orientado.

A mistura multipla, por exemplo, é uma alternativa de suplementacéo alimentar com a
finalidade de corrigir a deficiéncia nutricional severa das pastagens na época seca, permitindo,
desta forma, que o rebanho se mantenha produtivo durante o ano todo. Quando as pastagens
secam, perdem a qualidade, apresentando maior propor¢do de material fibroso e, com isso, se
tornam de menor valor nutritivo. Mesmo ingerindo grande volume de matéria seca, algumas
exigéncias nutricionais ndo sdo plenamente atendidas. Ha perda de peso e queda no
desempenho dos animais de corte e animais leiteiros (40).

O uso da mistura maltipla aumenta a digestdo da pastagem seca. 1sso porque a mistura
contém ureia, fonte barata de aménia e, consequentemente, de nitrogénio para a sintese de
proteinas pelas bactérias ruminais, o que estimula o processo digestivo microbiano e
consequentemente resulta na melhoria da digestdo da pastagem seca (40).

As misturas multiplas também podem ser utilizadas para se aproveitar restos de
palhadas secas, oriundas da colheita de cereais, como alimento alternativo na estratégia de
reduzir o custo da alimentacdo sem afetar o desempenho zootécnico de caprinos e ovinos. A
mistura € barata e facil de ser preparada. Para produzir 100 kg, basta seguir as recomendacdes
da tabela a seguir (Tabela 5):

Tabela 5. Recomendagdo de mistura multipla para ovinos

Componentes 12 semana 22 semana 32 semana
Milho moido 25kg 25kg 25kg
Farelo de soja 36,9kg 33,8kg 29,7kg
Uréia 3,0kg 6,0kg 10,0kg
Enxofre 0,09kg 0,18kg 0,30kg
Sal comum 15kg 15kg 15kg
Suplemento mineral (sem sal) 20kg 20kg 20kg
Total 100kg 100kg 100kg

Fonte: Ferreira et al. (40)

O custo por quilo de suplemento varia de R$ 0,97 a R$ 1,10 e o custo por animal/dia
varia de R$ 0,08 a R$ 0,11 e dependem do custo dos insumos na regido. A mistura deve ser
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bem feita para que o produto final figue homogéneo. O consumo diario de um animal adulto é
de 60g a 809 e, para a categoria mais jovem, de 20g a 30g.

A ureia em alta concentracdo pode ser toxica. Por isso seu uso ndo € recomendado na
época das aguas, quando pode se dissolver no cocho apds uma chuva e colocar os animais em
risco de se intoxicarem. O processo de intoxicacdo se caracteriza por incoordenagdo motora,
tremores musculares, colapso e morte. O consumo répido de ureia por caprinos e ovinos ndo
adaptados oferece 0 mesmo risco de intoxicacdo. Sugere-se, portanto, seguir a recomendacao
demonstrada anteriormente (Tabela 5).

Caso os animais figuem sem acesso a mistura multipla contendo ureia por mais de trés
dias consecutivos, deve-se adotar o esquema da adaptacdo novamente, comecgando da primeira
semana. Por isso é muito importante manter o cocho com boa quantidade da mistura
diariamente. Apos o periodo de adaptacdo, a mistura pode ser disponibilizada a vontade, pois
0 consumo € regulado pela ureia, que € amarga, e pelo sal branco, para o qual os animais tém
apetite especifico e ndo ingerem quantidades muito altas (40).

5.3. Producéo de pequenos ruminantes em confinamento

O confinamento de caprinos e ovinos esta em crescimento no Brasil, embora essa
pratica seja mais adotada para bovinos. O uso de dietas com alto teor de concentrados
caracteriza esse sistema de producdo. Para que seja rentavel ao produtor, cabe a ele executar
um bom planejamento alimentar permitindo adquirir os insumos alimentares em periodos cuja
oferta elevada permita um custo de aquisicdo menor, observando-se a disponibilidade local e
a constancia na oferta quantitativa ao longo do ano (41). O confinamento possibilita a
producdo de carne de cordeiro/cabrito com maior rapidez e a0 mesmo tempo pode permitir o
melhor controle de endoparasitoses, desde que as medidas sanitarias de higiene, limpeza e
desinfeccéo das instalagdes utilizadas sejam respeitadas (42).

Sobre a terminacdo de pequenos ruminantes em confinamento, alguns trabalhos serdo
apresentados no sentido de ilustrar as alternativas alimentares e de dietas para confinamento
utilizando-se de alimentos tropicais.

Ao avaliar o uso da polpa citrica imida em substitui¢do a silagem de milho para ovinos
em confinamento, verificou-se que ndo houve (P>0,05) diferencas quanto ao consumo,
podendo a polpa citrica substituir em até 75% a silagem de milho, com ganhos de peso mais
satisfatorios com 48% de substituicdo (41). Em estudo com ovinos Morada Nova, avaliou-se
0 desempenho e a digestibilidade desses animais em confinamento alimentados com teores
crescentes de concentrado na dieta (20 a 80%). Foi observada reducdo do tempo em
confinamento (P<0,05) de 123,37 dias para dietas com 20% de concentrado para 52,50 com
80%. Houve aumento do consumo de matéria seca com o aumento de concentrado, assim
como o ganho de peso, a conversao e eficiéncia alimentar (43).

Estudando a influéncia da inclusdo de niveis crescentes de subproduto de abacaxi em
dietas experimentais isofibrosas e isoproteicas para ovinos, concluiu-se que sendo incluido em
até 28% do total dietético ndo houve riscos de diminui¢do do pH ruminal. A utilizagdo do
subproduto de acerola, por sua vez, apesar dos balangos nitrogenados positivos, reduziu o
consumo da maioria dos nutrientes dietéticos e deve ser incluido em, no maximo, oito por
cento do total de dietas para ovinos (44).

Considerando-se 0 subproduto de maracuja, Rogério (44) relatou ainda que houve
limitagdo de consumo da maior parte dos nutrientes, entretanto, o consumo de FDN, como
porcentagem da matéria seca ingerida, representou em média 49,79%, o que possibilitou uma
distribuicdo mais uniforme de energia entre as dietas experimentais. O aumento do consumo
de FDA, como porcentagem da matéria seca ingerida, também resultou no aumento da
inclusdo de lignina. Portanto, a incluséo deve ser de até 18% do total das dietas.
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Para o subproduto de caju, ao avaliarem o desempenho, a digestibilidade e o balango de
nitrogénio e analisar a viabilidade econdmica da inclusdo de polpa de caju desidratada na
alimentacdo de ovinos em confinamento recebendo dietas contendo cinco niveis de
subproduto de caju desidratado (0%, 10%, 20%, 30% e 40%), observou-se que 0 ganho de
peso decresceu proporcionalmente com o aumento da inclusdo do subproduto de caju (45).
Para o subproduto de abacaxi, foi constatado que, se incluido em até 16% do total de dietas
para ovinos, nao ha risco de limitacdo de consumo e digestibilidade dos nutrientes dietéticos
(44). A digestibilidade da matéria organica indicou excelente fracdo de NDT para as dietas
que incluiram o subproduto de abacaxi em até 16%. Considerando-se a digestibilidade da
proteina bruta, as dietas em que se incluiu o subproduto de abacaxi apresentaram valores
semelhantes aos do grdo de soja (65%).

O subproduto de caju representou prejuizo quando incluido em niveis superiores a 19%
do total dietéetico, principalmente no tocante ao aproveitamento das fracGes fibrosas e
proteicas. Os altos niveis de fibra existentes no subproduto de caju foram determinantes para
0 aumento dos consumos de FDN e FDA com a inclusdo crescente de subproduto, mesmo
assim nao ocorreu aumento proporcional do consumo de matéria seca diante da baixa
digestibilidade desse nutriente. Deve-se considerar que houve queda brusca do balanco
nitrogenado, quando foi ultrapassado o percentual de 19%, quando praticamente chegou a
zero na dieta que incluiu 52% de subproduto de caju. A presenca de compostos polifendlicos,
tais como taninos e lignina, podem ter indisponibilizado a proteina dietética e assim ter
promovido a reducdo da retencdo de nitrogénio (44).

Visando a quebra da parede celular presente no subproduto de caju com consequente
melhoria da disponibilizacdo de nutrientes soltveis e visando também avaliar os riscos de
acidose em dietas com subproduto de caju incluidos de 11 a 33% em dietas de cordeiros em
terminacdo, Costa (46) realizou a moagem do referido subproduto em 3 mm (moido
finamente) e 19 mm (moido grosseiramente). O autor constatou que o grau de moagem
aplicado ao subproduto de caju ndo afetou os consumos de matéria seca, matéria organica,
proteina bruta, extrato etéreo e das fragdes fibrosas. Definiu que a inclusdo do subproduto de
caju em até 33% do total dietético, considerando-se os graus de moagem testados, ndo
representou riscos para a queda do pH do liquido ruminal.

Trabalhando com subproduto de caju amonizado ou ndo com ureia, verificou-se que o
tratamento quimico com ureia ndo aumentou 0s consumos de matéria seca e matéria organica
e gue inclusdo do subproduto de caju tratado com ureia em 21% do total dietético reduziu o
consumo de proteina bruta e do extrato etéreo digestivel. A inclusdo do subproduto de caju
tratado com ureia aumentou o consumo de FDN, FDA e HCEL, mas ndo aumentou o
consumo de CEL, reduzindo a digestibilidade do extrato etéreo e aumentando a
digestibilidade da FDN e FDA (47).

Ja ao avaliarem a composicdo quimico-bromatoldgica e fermentativa de silagens
contendo zero, cinco, 10, 15 e 20% do subproduto da polpa de meldo, verificaram-se
elevacdes nos teores de matéria seca, 0 que permitiria uma boa condigdo para 0 processo
fermentativo. Entretanto, os autores observaram que o processo fermentativo ndo ocorreu de
forma satisfatoria, pois com a adicdo do subproduto, os valores de pH se elevaram e atingiram
niveis que caracterizam silagens de baixa qualidade. Os autores observaram ainda que a
adicdo de subproduto elevou os teores de proteina bruta das silagens (48).

Ao avaliar a adicdo de subproduto de banana as dietas de ovinos, observou-se que 0s
consumos diarios de MS nédo foram influenciados por essa inclusdo. Embora o FDN dietético
tenha reduzido e os teores de PB tenham aumentado com a inclusédo crescente do subproduto
de banana as dietas, esses componentes bromatoldgicos ndo foram suficientes para alterar o
consumo de MS. Ha que se destacar também que embora o teor de PB das dietas tenha
elevado com a adicdo de subproduto de banana, a disponibilidade de nitrogénio foi reduzida,
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pois os teores de NIDA elevaram de 26,5 para 37,5% quando se comparou a dieta exclusiva
de feno de capim Tifton 85 com aquela contendo 80% de subproduto de banana (49).

O Farelo de Castanha de Caju (FCC) & um alimento rico em energia (lipidios),
entretanto, Rodrigues et al. (50) quando forneceram dieta composta por 70% de volumoso e
30% de concentrado contendo FCC para ovinos verificaram efeito linear negativo no
consumo de matéria seca. Relacionaram aos lipidios existentes no subproduto e possiveis
efeitos sobre a digestibilidade das fracdes fibrosas.

Avaliando dietas contendo ou ndo FCC fornecidas para trés grupos genéticos de ovinos
(%2 sangue Dorper, ¥ sangue Somalis e %2 sangue Santa Inés), Silva (51) ndo percebeu
alteracdo do pH do liquido ruminal considerando-se a dieta que incluiu o farelo de castanha de
caju em relacdo a dieta controle. Entretanto, verificou que a inclusdo do FCC promoveu
reducdo das concentragGes de nitrogénio amoniacal no liquido ruminal, nos grupos genéticos
% sangue Dorper e ¥ sangue Somalis ndo tendo sido evidenciado esse efeito sobre o grupo
genético Y2 sangue Santa Inés. Complementarmente a essa informacéo, o autor identificou
valores de proteinas totais séricas inferiores aqueles recomendados pela literatura e, em
mensuracbes de concentracdes de ureia sérica, relatou possiveis diferencas na
disponibilizacdo de compostos nitrogenados e carboidratos no processo fermentativo ruminal.
Sob essas condicdes, Nascimento et al. (52) verificaram que a inclusdo do FCC influenciou
(P<0,05) o consumo de nutrientes. Diferencas de consumo entre 0s grupamentos genéticos
avaliados (Y2 Dorper x %2 SPRD, ¥2 Somalis Brasileira x ¥2 SPRD e % Santa Inés x %2 SPRD)
resultaram em maior consumo para 0s animais %2 Dorper x ¥2 SPRD, seguidos pelos animais
% Somalis Brasileira x SPDR e depois pelos %2 Santa Inés x % SPRD. O ganho de peso médio
diario foi menor para 0s grupos genéticos em cujas dietas houve adicdo de FCC o que
implicou em reducdo do rendimento de carcaca. Entre os grupos genéticos avaliados, os
ovinos ¥z Dorper x ¥ SPRD apresentaram maior taxa de ganho de peso médio diério.

Avaliando dietas contendo silagem do pasto nativo do Nordeste brasileiro e soro de leite
bovino em niveis crescentes de inclusdo em dietas para ovinos, constatou-se que a inclusao
desse subproduto em dietas para ovinos proporcionou niveis de concentracdo de nitrogénio
amoniacal considerados 6timos para um adequado funcionamento ruminal, notadamente no
maximo nivel de inclusdo testado que foi de 6,9% na matéria seca (53). Araujo et al. (54),
também avaliando a inclusdo em niveis crescentes de soro de leite bovino em dietas para
caprinos, verificaram que a utilizacdo de soro nos niveis estudados ndo promoveu reducdo do
pH do liquido ruminal nessa espécie. Costa et al. (55), ao avaliarem o subproduto de urucum
(residuo da producdo de corantes) em dietas para ovinos, relataram que as concentracdes de
nitrogénio amoniacal (N-NH3) foram aquém dos niveis considerados Otimos para uma
adequada fermentacdo ruminal. Esses autores verificaram também maiores consumos de
matéria seca e de proteina bruta, inclusive superiores aos recomendados pelo NRC (8) para a
categoria animal estudada.

Rogério et al. (39) compararam ambas as versdes do NRC (versdes de 1985 e de 2007)
para uso na formulacdo de dietas de cordeiros em terminacdo em termos de viabilidade
econdmica de uso, extrapolada para a terminagdo de 150 cordeiros. As dietas foram
compostas de silagem preparada a partir do pasto nativo da caatinga, farelo de soja, milho
moido, subproduto de urucum e calcéario. Os indicadores econdmicos indicaram o uso do
NRC (8) como mais rentavel com melhor valor presente liquido e melhor taxa interna de
retorno (17,20%) com um periodo de retorno do investimento inicial de 5 meses considerando
uma taxa anual fixa de 6%. A analise de sensibilidade financeira indicou que a variacdo de até
5% no preco dos insumos para mais ndo implicou em inviabilidade financeira do sistema.
Quando essa variacdo foi simulada em 10%, a inviabilidade financeira foi constatada. Sob a
condicdo do NRC (8) com 20% de consumo de proteina ndo degradavel no rumen, os
cordeiros mesticos utilizados apresentaram ganho de peso medio diario de 310 gramas/dia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Entender o comportamento alimentar de pequenos ruminantes é o ponto de partida para
0 sucesso dos sistemas de producdo nos trépicos. Garantir 0 consumo adequado, a partir da
oferta de alimentos cuja constancia, disponibilidade regional, custo de aquisicdo e qualidade
nutritiva sejam respeitadas, € outro aspecto importante para a producdo de pequenos
ruminantes nos tropicos. Por outro lado, trabalhar a questdo do planejamento alimentar,
manejo com suplementacdes estratégicas considerando as exigéncias nutricionais conforme as
categorias produtivas e a relacdo custo:beneficio das dietas utilizadas em termos de
desempenho animal sdo também fatores que merecem destaque e atencdo pelos produtores e
técnicos. O apoio técnico, especialmente quanto a formulacdo de dietas balanceadas e
suplementos especificos para as diferentes condi¢des de pastagens brasileiras, contribuira para
0 sucesso da alimentacdo de pequenos ruminantes.
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RESUMO

Astenia esofagica ou megaesdfago é definido por uma dilatacdo patoldgica do esdfago e
caracterizado por uma falha progressiva das ondas peristalticas. Essa doenca pode ser
classificada em: idiopatica, congénita ou secundaria adquirida. A causa mais comum de
megaesofago secundario adquirido € a miastenia gravis. Tal doenca é caracterizada por ser
uma neuropatia que desencadeia uma desordem neuromuscular, provocando fraqueza de
musculatura esquelética, es6fago, faringe e laringe. A fraqueza muscular esta correlacionada
com melhora ap6s o descanso e piora com o exercicio. O megaesdfago adquirido secundario a
miastenia gravis € caracterizado pelo rompimento do reflexo nervoso, controlador da
degluticdo ou que afeta o funcionamento da musculatura esofagica, levando a dilatacdo
passiva do Orgdo. Racas como Pastor Alemdo, Golden Retriever e Setter Irlandés possuem
maior predisposi¢do a doenca.

Palavras-chave: megaesdfago, Miastenia Gravis, anticolinesterasico, dilatacéo.
MEGAESOPHAGUS SECONDARY TO MYASTHENIA GRAVIS
ABSTRACT

Esophageal asthenia or megaesophagus is defined as a pathological dilation and progressive
failure of peristaltic waves. This disease can be classified in: idiopathic, congenity or acquired
secondary. The most common cause of acquired secondary megaesophagus is myasthenia
gravis. This disease is defined as a neuropathy that develops a neuromuscular disorder,
resulting in muscle weakness, of the esophagus, of the larynx and of the pharynx. The muscle
weakness is related to improvement after rest and worsening with exercise. The
megaesophagus secondary to myasthenia gravis is defined to nervous reflex breakdown,
swallowing controller or lesions that affect the esophageal muscle function, resulting in an
organ passive dilation. Breeds like German Shepherd, Golden Retriever and Irish Setter have
a greater predisposition to disease.

Keywords: megaesophagus, Myasthenia gravis, anticholinesterase, dilation.
MEGAESOFAGO SECUNDARIO A LA MIASTENIA GRAVIS
RESUMEN
Astenia esofagica o megaeséfago se define por una dilatacion patoldgica del eséfago y
caracterizado por una insuficiencia progresiva de las olas peristélticas. Esta enfermedad se

puede clasificar en: idiopatica, congénita o adquirida secundaria. La causa mas comun del
megaesofago secundario es Miastenia gravis. Esta enfermedad se caracteriza por ser una
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neuropatia que desencadena un trastorno neuromuscular que causa debilidad del musculo
esquelético, el esdfago, la faringe y la laringe. La debilidad muscular se correlaciona con la
mejoria tras el descanso y empeora con el ejercicio. EI megaeséfago secundario adquirido a la
miastenia gravis se caracteriza por la interrupcion del reflejo nervioso, controlador de la
degluticion que afecta el funcionamiento de los musculos del eséfago, lo que lleva a la
dilatacion pasiva del 6rgano. Razas como Pastor Aleman, Golden Retriever y Setter Irlandés
tienen una mayor predisposicion a la enfermedad.

Palabras clave: megaes6fago, Miastenia Gravis, anticolinesterasa, la dilatacion.
INTRODUCAO

Astenia esofagica ou megaesofago € definido por uma dilatacdo patoldgica do esdfago e
caracterizado por uma falha progressiva das ondas peristalticas (1). Essa doenca pode ser
classificada em: idiopatica, congénita ou secundaria adquirida (2).

Uma das principais causas do megaesdfago secundario adquirido é a miastenia gravis.
Esta doenca é um distdrbio neuromuscular, evidenciado por fragueza e que se intensifica com
0 exercicio e apresenta melhora com o repouso (3).

Héa duas formas descritas da doenca, a forma congénita e a adquirida. A forma congénita
se caracteriza por uma deficiéncia hereditaria nos receptores de acetilcolina nas membranas
pos-sindpticas da musculatura esquelética. A forma adquirida é caracterizada por ser uma
doenca imunomediada, na qual h& a presenca de anticorpos dirigidos contra os receptores de
acetilcolina na juncdo neuromuscular. Ocorre a reducdo da sensibilidade da membrana pés-
sinaptica de transmissdo de acetilcolina, uma vez que ha a ligacdo desses anticorpos aos
receptores (4).

O prognostico para o megaesdfago secundario a miastenia gravis é reservado e a
principal complicacdo dessa enfermidade é a pneumonia aspirativa (1).

O presente trabalho tem como objetivo esclarecer a causa, 0s sinais clinicos, a
frequéncia, possiveis tratamentos e o prognéstico do megaesdfago secundario a miastenia
gravis.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Megaesofago

Megaesofago pode ser definido pela diminuigdo ou auséncia de forma acentuada de
plexos nervosos intramurais do es6fago, esta alteracdo leva a um distarbio motor esofagico a
degluticdo e a dilatacdo do 6rgdo geralmente ocorre quando a perda celular esta entre 50% e
95%, 0 que gera uma progressiva desorganizagdo de toda a atividade motora do es6fago (5).

O es6fago tem como funcéo primordial o transporte de liquidos e solidos ingeridos da
cavidade oral até o estbmago, e as estruturas que possibilitam que esta fungdo ocorra sdo 0s
musculos estriados do esfincter superior do esdfago, os musculos estriados e lisos do corpo
esofagico e o musculo liso do esdfago (6).

Uma vez que o alimento estimula os neurOnios sensoriais aferentes na mucosa
esofagica, da-se inicio ao reflexo de motilidade do es6fago. Os neurdnios sensoriais aferentes
enviam mensagens para o centro da degluticdo no tronco cerebral pelo nervo vago e entdo os
neurbnios motores enviam estimulos eferentes via nervo vago que irdo estimular a contracdo
dos masculos liso e estriado do es6fago, portanto qualquer lesdo neste trajeto pode levar a
uma hipomotilidade e distensdo esofagiana. Como a motilidade esofagica encontra-se
diminuida, ocorre um acumulo de liquido e alimentos no es6fago, sendo por isso o
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megaesdfago uma das principais causas de regurgitacdo nos animais (3). O megaesdfago pode
ser de etiologia congénita, idiopatica ou secundéria adquirida (7).

Racas como Pastor Alemdo, Dogue Aleméo, Golden Retriever, Setter Irlandés, Fox
Terrier e Schnauzer apresentam predisposicao hereditaria & doenca. Em gatos, a predisposicao
racial ocorre com a raga Siamesa, entretanto € uma enfermidade de ocorréncia relativamente
rara nessa espécie, devido possivelmente a concentracao de fibras musculares lisas no eséfago
felino (7,8).

O megaesofago de origem congénita ndo tem uma causa definida, ndo ha sinais de
desmielinizacdo ou degeneracdo neuronal e a inervacdo vagal eferente aparentemente se
encontra dentro da normalidade, embora estudos apontem para uma possivel deficiéncia na
inervacao vagal aferente para o estbmago (4,9). Ocorre uma dilatacdo generalizada do eséfago
levando a regurgitacdo e comprometimento do desenvolvimento do filhote logo apds o
desmame (9).

O megaesdfago de etiologia idiopatica é diagnosticado principalmente em cdes de
médio e grande porte, acometendo geralmente animais que sofreram algum estresse
consideravel, como fraturas e traumatismo, sendo de ocorréncia relativamente rara em ragas
pequenas (7). Sua maior concentracdo de ocorréncia é em cées adultos entre 7 a 15 anos de
idade (6).

O megaesofago secundario adquirido é consequéncia de causas primarias que acarretam
alteraces motoras no esdfago ou no esfincter gastroesofagico, levando a sua dilatacéo passiva
(7). As causas primarias geralmente sdo miastenia gravis, lupus eritematoso, polimiosite,
polineurite, neuropatias degenerativas, hipoadrenocorticismo, hipotireoidismo, deficiéncia de
tiamina, tumores como o timoma, mielopatia cervicais e intoxicacdes por metais pesados (8).

Hé& ainda os megaesbfagos parciais decorrentes de estenoses, que podem ser de origem
intrinseca ou ainda extrinseca como a persisténcia do arco adrtico direito. A persisténcia do
arco aortico direito € uma alteracdo congénita secundaria a uma anormalidade na formacéo
vascular do animal e é a mais frequente das estenoses extrinsecas (8).

O principal sinal clinico do megaesdfago é a regurgitacdo de alimento e agua. E de
extrema importancia diferenciar regurgitacdo de vomito, a primeira o alimento ndo atinge o
estdbmago, portanto ndo ocorre sua digestdo, o alimento € eliminado de forma retrégrada
passiva do esdfago, ja no vomito, o alimento € digerido e eliminado pelas atividades
coordenadas do sistema gastrointestinal, musculoesquelético e nervoso, portanto é uma
eliminacdo ativa do alimento. A regurgitacdo pode variar de um episddio a varios episddios
por dia e geralmente ocorre de minutos a horas apds a ingestdo de alimentos (1,3,6). Séo
também observados perda de peso, porém o animal ndo apresenta anorexia, ha prejuizos no
crescimento, hipersalivacao, halitose, saliéncia do eséfago na entrada toracica, dor associada a
palpacdo do esdfago, varias tentativas de degluticdo com extensdo ou tor¢do da cabeca e
pescoco. Uma das complicacBes secundarias ao megaesdfago € a pneumonia aspirativa,
devido a isso 0 animal pode manifestar sinais respiratorios como tosse, dispneia, crepitacéo
pulmonar, cianose e taquipnéia (3,4).

O diagnostico consiste na avaliagdo dos sinais clinicos, na realizagdo de um exame
fisico apurado da cavidade oral, regido cervical, auscultagdo pulmonar, no intuito de procurar
transtornos orofaringeos, dilatacdo ou obstrugdo na porgdo cervical do eséfago e possiveis
sinais de pneumonia aspirativa (10). Realiza-se hemograma, bioquimica sérica e exame de
urina a fim de se pesquisar possiveis causas secundarias como hipoadrenocorticismo, sugerido
pela hiponatremia e hipercalemia, a hipercolesterolemia é sugestivo de hipertireoidismo e a
elevacdo da creatina cinase pode ser um indicativo de um distdrbio muscular primario. Outros
exames mais especificos envolvem a titulacdo de anticorpos contra receptores de acetilcolina
para a triagem de miastenia gravis adquirida, a titulagdo de anticorpos antinuclear para
avaliagdo de lupus eritematoso sistémico, a estimulagdo com hormonio adrenocorticotropico
(ACTH) para avaliar a funcionalidade da adrenal, nivel de tiroxina (T4), hormoénio
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estimulante da tireoide (TSH), para uma analise da tireoide e niveis sanguineos de chumbo e
colinesterase para uma avaliacdo de uma possivel intoxicacdo por fosforado e carbamato, de
carater crénico. Caso nenhuma doenca metabdlica ou sistémica seja encontrada, as unicas
alteracbes que devem aparecer sdo a leucocitose devido a inflamacdo esofagica ou a
pneumonia aspirativa e a hipoproteinemia devido a ma nutricdo (3,6).

A radiografia simples deve ser realizada na regido cervical e toracica, uma vez que na
regido toracica pode indicar sinais de pneumonia aspirativa, efusdo pleural, mediastinite ou
pneumotorax. Na radiografia cervical o esdfago ird aparecer dilatado com acumulo de gas,
fluido ou ingesta e pode ocorrer um deslocamento ventral da traqueia e do coracdo em
consequéncia do aumento do 6rgdo. Caso ndo consiga definir o diagnostico com a radiografia
simples, entdo a radiografia contrastada € indicada. O sulfato de bario ou o iodo sdo os
contrastes que podem ser utilizados e a dilatacdo esofagica serd demonstrada de forma bem
evidente na imagem radiogréafica. A endoscopia é outra possibilidade de exame (4,10).

Miastenia gravis

A miastenia gravis é caracterizada por ser uma neuropatia que provoca uma desordem
neuromuscular, cuja principal consequéncia é a fraqueza dos masculos esqueléticos, esofago,
faringe e ou laringe (11,12).

A juncdo neuromuscular é composta por uma membrana pré-sinaptica localizada na
porcdo terminal do neurbnio motor e sdo encontradas nesta membrana vesiculas que
armazenam o neurotransmissor acetilcolina. Entre o neurénio motor e a fibra muscular
encontra-se a fenda sinaptica, e na célula muscular ha a membrana pds-sinaptica, a qual
possui os receptores de acetilcolina (13).

A liberacdo da acetilcolina das vesiculas é estimulada pela chegada de um potencial de
acdo na terminacdo nervosa motora. Tal potencial de acdo é desencadeado pela troca de ions
sodio (Na*) e potassio (K*) por meio dos canais de sodio e potassio do axonio voltagem
dependente. Conforme este potencial de acdo atinge a membrana pré-sinéptica, ocorre a
abertura de canais de calcio (Ca**) dependentes de voltagem, levando a penetracdo de ions
calcio na membrana pré-sinaptica e este aumento de célcio é fundamental para a liberacéo da
acetilcolina das vesiculas. Entdo a acetilcolina difunde-se pela fenda sinaptica e se liga ao
receptor nicotinico de acetilcolina na membrana pés-sinaptica na célula muscular. Apés esta
ligacdo, ocorre a abertura do canal de Na* que se distribui pelas células e provoca a geracdo
de um potencial de acdo que se difunde por toda a fibra muscular e causa a liberacédo
intracelular de célcio, o qual induz a contracdo muscular (12,13).

A miastenia gravis € caracterizada por duas formas, a congénita e a adquirida. A forma
congénita é caracterizada pelo déficit hereditario de receptores de acetilcolina nas membranas
pos-sinapticas da musculatura esquelética, e € mais comumente encontrada em ragas como
Springer Spaniel ingleses, Fox Terriers de pelo macio e Jack Russel, sendo rara em gatos. Os
sinais clinicos geralmente ocorrem no periodo que varia de 6 a 9 semanas de idade (14).

A forma adquirida é definida por ser uma doenca de carater imunomediada comum.
Nessa forma da doenca hé anticorpos que se dirigem aos receptores de acetilcolina e ligam-se
a eles, reduzindo desta forma a sensibilidade da membrana pés-sindptica de transmissao de
acetilcolina. As racas mais acometidas sdo Pastores Alemaes, Golden Retrievers, Labrador
Retrievers e Daschshunds. Pode acometer animais de todas as idades, mas possui um carater
bimodal acometendo, em sua maioria, animais jovens de 2 a 3 anos e animais mais velhos de
9 a 10 anos, aproximadamente. E raro em gatos, mas as racas felinas mais predispostas s&o os
Abissinios e os Somalis (12,15).

O sinal clinico caracteristico dessa enfermidade € a fraqueza muscular que piora com o
exercicio e melhora com o repouso. Podem ser observados outros sinais como regurgitacdo
devido ao megaesdfago, hipersalivacdo, disfagia devido a fraqueza da musculatura faringeana,
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disfonia devido a fraqueza laringeana, dificuldade em fechar as palpebras, ventroflexdo do
pescoco devido a fraqueza dos musculos faciais (16). Geralmente o estado mental, os reflexos
e as reacOes posturais encontram-se dentro da normalidade em casos leves (14).

A miastenia gravis adquirida pode ser classificada segundo a sua apresentacdo clinica
em focal, generalizada e aguda fulminante. A forma focal acarreta no desenvolvimento de
megaes6fago sem astenia apendicular, e os cdes apresentam astenia faringea, laringea e/ou
facial, e também podem apresentar reflexo palpebral fatigavel. Esta forma é observada em
40% dos cées e 14% dos gatos acometidos. A forma generalizada caracteriza-se por uma
debilidade muscular esofagica, facial, faringea ou laringea, com uma notavel astenia muscular
apendicular, que pode ser predominante ou exclusiva dos membros pélvicos ou similar entre
membros toradcicos e pélvicos. Por fim, na forma aguda fulminante ocorre uma astenia
muscular apendicular grave de aparecimento subito. Caracteriza-se por debilidade da
musculatura esofagiana, facial, faringea ou laringea. Geralmente estd relacionada com
megaes6fago grave e pneumonia por aspiracdo. Fatores estes, que podem levar a insuficiéncia
respiratoria e ao dbito (15,16).

O diagndstico é realizado pelo histérico, exame clinico e o teste confirmatério de
imunoprecipitacdo por radioimunoensaio para a deteccdo de anticorpos circulantes no soro
contra os receptores de acetilcolina. Ndo ha correlacdo entre quantidade de anticorpos
circulantes e a gravidade dos sinais clinicos. Este exame é positivo em 85% dos cdes e gatos
com a forma adquirida da doenga e em 98% dos animais que possuem a miastenia gravis
adquirida generalizada (12,15). Outro teste que pode ser realizado é a administracdo de
medicamento anticolinesterasico como cloreto de edrofonio (Tensilon®), que é o farmaco de
eleicdo, na dose de 0,1 a 0,2 mg/kg via intravenosa, ele apresenta uma acdo rapida causando a
melhoria da debilidade locomotora dentro de 20 a 60 segundos e até 5 minutos ap6s sua
administracdo, outro medicamento ¢ o brometo de neostigmina na dose de 0,05 mg/kg via
intramuscular, a reposta € observada dentro de 15 a 30 minutos. Esses medicamentos
proporcionam uma melhora em segundos a minutos dos sinais de debilidade muscular, uma
vez que 0s mesmos provocam a inibicdo da hidrélise da acetilcolina, pela unido do farmaco
com a acetilcolina, que fard com que esta hidrélise ocorra mais lentamente, permitindo assim
um actimulo de acetilcolina e maior tempo para que ela possa interagir com os receptores pos-
sinapticos. O efeito desses medicamentos € o prolongamento e a exacerbacdo da atividade
colinérgica. A auséncia de resposta ndo elimina o diagndstico de miastenia gravis, 0s
resultados podem ser mais dificeis em animais com a forma focal, e em 50% dos casos da
forma fulminante, ndo € obtido resposta, em virtude da grande destruicdo dos receptores de
acetilcolina mediada pelos anticorpos. Em virtude da exacerbacdo colinérgica provocada por
esses medicamentos, deve ser administrada como pré-medicagdo, a atropina (0,04 mg/kg
intramuscular) para minimizar os efeitos colaterais muscarinicos (12,14,15).

Outros exames diagndsticos podem ser realizados como a biopsia muscular, a qual pode
revelar por imunocitoquimica a presenca de imunocomplexos na jun¢do neuromuscular, o
resultado positivo ndo é definitivo de miastenia gravis, porém um resultado negativo descarta
a suspeita de miastenia. O eletrodiagnostico é uma prova de estimula¢do nervosa repetitiva, a
qual mensura a soma dos componentes do potencial de acdo de grupos de fibras musculares
pertencentes a uma unidade motora. Uma diminui¢do dos potenciais de ac¢do a estimulacdo
nervosa repetida é sugestiva de miastenia gravis. A desvantagem deste exame é a necessidade
da administracdo de anestesia sendo que pacientes com megaes6fago, por exemplo, ndo
devem ser submetidos a este procedimento devido ao risco de pneumonia por aspiragdo
durante a fase de recuperagdo. Exames de imagem como radiografia de térax podem ser
realizados para avaliar a presenca de megaesdfago, pneumonia aspirativa ou timoma. O
timoma é um tumor identificado em 5% dos cdes e 25% dos gatos com miastenia gravis
adquirida, sendo assim, sempre que diagnosticado uma massa mediastinal cranial, a aspiracao
com agulha fina e a citologia sdo auxiliares no diagnostico desta neoplasia. A presenca de
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doencas imunomediadas juntamente com a miastenia gravis é comum, tais como
enfermidades como hipotireoidismo, trombocitopenia ou anemia hemolitica imunomediada,
hiperadrenocorticismo e polimiosite (12,14,15).

A miastenia gravis tambem pode ocorrer como uma sindrome paraneoplasica
relacionada com varios tumores como osteossarcomas, timomas, carcinoma hepatico,
adenocarcinoma do saco anal, linfoma cutaneo e neoplasias pulmonares primérias (12).

Megaesdfago adquirido secundario a miastenia gravis

A causa mais comum de megaes6fago adquirido secundario é a miastenia gravis. Este
tipo de megaesdfago € provocado pelo rompimento do reflexo nervoso, controlador da
degluticdo, ou que afete o funcionamento do musculo esofagico, o que leva a dilatacéo
passiva do orgao (6,17,18). Caes da raca Pastor Alemao, Golden Retriever e Setter Irlandés
podem ter maior predisposicao a doenca (14).

Um estudo realizado em um hospital veterinario nos Estados Unidos revelou que em
torno de 25% a 30% dos cdes com megaesdfago idiopatico, foram positivos para a miastenia
gravis adquirida pelas provas de radioimunoensaio e imunoprecipitacdo (15). Também
segundo Washabau (6), a miastenia gravis é responsavel por ao menos 25% dos casos de
megaesofago secundario.

A regurgitacdo, e a perda de peso, podem ser sinais de manifestagdo da miastenia
gravis, entretanto na ocorréncia de megaeséfago secundario adquirido, a regurgitacdo é um
dos varios sinais clinicos (6).

O tratamento baseia-se no manejo alimentar e no suporte para 0 megaesdfago. E
recomendada uma alimentacdo pastosa e em uma plataforma elevada, de forma que o esdfago
cervical e toracico permaneca em posicdo vertical durante a ingestdo do alimento. Este
posicionamento possibilita que a gravidade auxilie a passagem do alimento do es6fago para o
estdmago. Apds a alimentacdo, este posicionamento deve ser mantido por pelo menos cinco a
dez minutos. Oferecer refeicdes em pequenas quantidades varias vezes ao longo do dia auxilia
na reducdo da retencdo do alimento no esb6fago, embora alguns animais possuam uma
excelente resposta com alimentacdo seca ad libitum em plataforma elevada (19). Para os
animais que ndo sdo capazes de manter um adequado “score” nutricional com a ingestdo oral
é recomendado o uso de sonda por gastrostomia temporéaria ou permanente. Ha duas maneiras
de colocacdo dessas sondas, mediante procedimento cirdrgico ou por meio da via percutanea
com o auxilio do endoscépio (6). A sonda por gastrostomia auxilia na diminuicdo da
ocorréncia de pneumonia aspirativa, permite o balanco positivo de nitrogénio e auxilia no
tratamento de esofagite, se esta estiver presente. Medicamentos pro-cinéticos e antiacidos
podem ser utilizados para o tratamento do refluxo gastroesofagico, os de predilecdo sdo a
cisaprida, 0,25 mg/kg e o omeprazol, 0,7 a 1,5 mg/kg (14).

Em relacdo & miastenia, as drogas anticolinesterdsicas sdo utilizadas para o seu
tratamento no intuito de aumentar a for¢a muscular, uma vez que estes farmacos prolongam a
Em cies tem sido utilizado o brometo de piridostigmina (Mestinon®) na dosagem de 1 a 3
mg/kg por via oral a cada 8 horas, sua ac¢do inicia uma hora apds sua administracdo. Nos casos
de cées que ndo suportam a administragdo da medicacdo devido ao grave megaesodfago, a
alternativa é a utilizacdo do metilsulfato de neostigmina (Prostigmin®), na dosagem de 0,04
mg/kg por via intramuscular a cada 6 ou 8 horas (14,15,20).

Em gatos a medicacgdo de escolha é o xarope brometo de piridostigmina, na dosagem de
0,25 a 1,0 mg/kg, por via oral a cada 12 horas, para diminuir a irritacdo gastrica, deve-se
diluir em agua a medicacdo na concentracdo de 1:1. O ideal é que o horério da alimentacéo
coincida com o pico de efeito do medicamento (14).
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E muito importante diferenciar, os casos em que o animal esta respondendo bem ao
tratamento e apresenta uma piora subita, crise miasténica, da crise colinérgica. A primeira
deve-se a subdosagem anticolinesterasica. Enquanto a segunda deve-se a superdosagem do
medicamento. Para diferencia-las clinicamente € necessario administrar uma dose de
edrofonio (Tensilon®). Nos casos de crise miasténica, o animal apresenta uma melhora apds a
administracdo do farmaco, j& nos casos de crise colinérgica ocorre uma piora transitoria ou
nenhuma alteracéo, os ajustes das doses sdo realizados conforme a resposta obtida (14). Os
anticolinesterasicos podem ser utilizados por toda vida e a dose diminuida gradualmente
conforme a melhora dos sinais clinicos ou até mesmo serem totalmente suspensas, isto
depende da resposta individual de cada animal (15).

Como a miastenia gravis adquirida é uma doenca de carater imunomediado o uso de
corticosteroides e/ou drogas imunossupressoras compde o tratamento com a finalidade de
provocar uma diminuicdo do titulo de anticorpos contra os receptores de acetilcolina. Estas
medicacOes devem ser administradas em animais estveis sem a presenca de pneumonia
aspirativa. Os medicamentos geralmente utilizados sdo a prednisona, na dosagem de 0,5
mg/kg ao dia por via oral. Como os corticosteroides podem desencadear, em dosagens
imunossupressoras, a piora da fraqueza muscular, recomenda-se que o tratamento seja
iniciado com doses baixas e que sejam gradualmente aumentadas dentro de um periodo de 2 a
4 semanas. O imunomodulador geralmente utilizado é a azatioprina (Imuran®), na dosagem de
2 mg/kg ao dia ou o micofenolato de mofetil (Cellcept®), na dosagem 10 a 20 mg/kg a cada
12 horas, isolada ou associada a prednisona (12,14,20).

A pneumonia aspirativa € a complicacdo mais comum nos quadros de megaesdfago
secundario a miastenia gravis. Nesses casos deve-se proceder com a realizacdo da lavagem
transtraqueal e o material obtido deve ser enviado para a cultura e antibiograma.
Antibioticoterapia deve ser instituida com o uso de antibidticos de amplo espectro e de
administracdo intravenosa, medicamentos como ampicilina e aminoglicosideos devem ser
evitados por prejudicarem a transmissdo neuromuscular. Também devem ser instituidos a
fluidoterapia, nebulizacdo e percussdo do térax para auxiliar na excrecdo de secre¢des (14).

O prognostico é desfavoravel nos casos associados a pneumonia aspirativa. De modo
geral, depende das respostas individuais ao tratamento. O prognoéstico tende a ser reservado
nos casos em que o animal responde bem ao manejo dietético e ao tratamento instituido para a
miastenia gravis, sem apresentacdo de pneumonia aspirativa, no entanto ainda estdo em
situacdo de risco. H& animais que respondem bem ao tratamento por varios anos e outros que
ndo respondem a terapia anticolinesterasica (12,14,15).

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dessa revisao de literatura, podemos concluir que a miastenia gravis é uma das
principais causas do megaeso6fago secundario, sendo assim, deve sempre estar como
diagnostico diferencial nos casos de megaesdfago. Um dos principais sinais clinicos do
megaesdfago é a regurgitacdo e da miastenia gravis € a fraqueza que se intensifica apos o
exercicio e melhora com o repouso. E de extrema importancia o diagndstico precoce desta
enfermidade, uma vez que uma das suas complicagfes € a pneumonia aspirativa. O tratamento
se baseia no manejo alimentar, na utilizacdo de anticolinesterasicos, imunossupressores e/ou
imunomoduladores e terapia suporte com a administracdo de inibidores da bomba de prétons
e medicamentos pro-cinéticos. O prognostico é reservado e dependente da resposta individual
de cada animal, sendo que, mesmo quando controlado o quadro clinico, ainda ha o risco de
ocorréncia da pneumonia aspirativa, 0 que agrava o caso. Ha casos de remissdo total dos
sinais clinicos, como também de animais que ndo respondem a nenhum tratamento imposto.
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ASPECTOS GERAIS SOBRE A MASTITE BOVINA CAUSADA POR Mycoplasma
spp.

Nathalia Brancato Junqueira®
Hélio Langoni?

RESUMO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de leite no mundo, e a sua producédo é fundamental na
economia brasileira. A mastite bovina é a causa de um dos maiores prejuizos na produgéo
leiteira, e a origem desta enfermidade em 90% dos casos esta associada a infecgdes
bacterianas, sendo descrito na literatura 137 espécies de micro-organismos, de 35 diferentes
géneros causadores. O Mycoplasma spp., tem distribuicdo mundial e pode causar grave
pneumonia em bezerros e mastite em vacas lactantes além de outros processos infecciosos. As
mastites causadas por Mycoplasma spp. sdo relativamente comuns em grandes rebanhos
leiteiros. Nos Estados Unidos ja foi relatado 70% de rebanhos infectados, porém este
patégeno ainda € subestimado no Brasil, onde se tém poucos relatos de sua ocorréncia como
agente causador de mastite, devido provavelmente a quantidade reduzida de laboratérios que
incluem a anélise de bactérias do género Mycoplasma em sua rotina. Isto provavelmente
ocorre pela necessidade de meios seletivos e de condicBes especiais para o isolamento deste
patdgeno.

Palavras-chave: Leite, micoplasmose, bovinos, satde do Ubere.
GENERAL ASPECTS ABOUT BOVINE MASTITIS CAUSED BY Mycoplasma spp.
ABSTRACT

Brazil is one of the largest dairy producers in the world, and its production is essential to
Brazilian economy. Bovine mastitis is responsible for the biggest losses in milk production
and the origin of this disease in 90% of cases are associated with bacterial infections, being
described in the literature 137 species of microorganisms, caused by 35 different genres.
Mycoplasma spp., has a worldwide distribution and can cause severe pneumonia in calves,
mastitis in lactating cows and other infectious processes. The mastitis caused by Mycoplasma
spp. are relatively common in large dairy herds. In United States it has been reported 70% of
herds infected with this pathogen, but this microorganism is still underestimated in Brazil,
where we have few reports of its occurrence as mastitis agent cause, this fact occurs probably
due to the reduced number of laboratories that includes the analysis of Mycoplasma in your
routine. This probably happen due to the need of selective media and special conditions for
the isolation of this pathogen.

Keywords: Milk, mycoplasmosis, bovine udder health.
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ASPECTOS GENERALES SOBRE LA MASTITIS BOVINA CAUSADA POR
Mycoplasma spp.

RESUMEN

Brasil es uno de los mayores productores de leche en el mundo, y su produccion es esencial
para la economia brasilefia. La mastitis bovina es responsable por las mayores pérdidas en la
produccion de leche y el origen de esta enfermedad en el 90% de los casos estdn asociados
con infecciones bacterianas, que se describen en la literatura 137 especies de
microorganismos, causadas por 35 géneros diferentes. Mycoplasma spp., Tiene una
distribucion mundial y puede causar neumonia grave en terneros, la mastitis en vacas
lactantes y otros procesos infecciosos. La mastitis causada por Mycoplasma spp. son
relativamente comunes en los grandes rebarios lecheros. En Estados Unidos se ha informado
de 70% de descuento en los rebafios infectados por este patdgeno, pero este microorganismo
todavia esta subestimado en Brasil, donde tenemos algunos informes de su aparicion como
agente de la causa de mastitis, este hecho se produce, probablemente debido al reducido
numero de laboratorios que incluye el analisis de Mycoplasma en su rutina. Probablemente
esto sucede debido a la necesidad de medios selectivos y condiciones especiales para el
aislamiento de este patogeno.

Palabras clave: Leche, micoplasmosis, bovino salud de la ubre.
INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores de leite no mundo ocupando a quinta posi¢do no
ranking mundial, com uma producédo de 26 mil toneladas de leite fluido no ano de 2015 (1). O
pais vem apresentando taxas de crescimento populacional e consequente aumento da demanda
lactea interna, entretanto a producdo atual ainda é insuficiente para suprir o mercado interno.

Estima-se que a producdo brasileira de leite relacione-se a 22.000.000 de vacas, em sua
maioria mesticas, ndo especializadas, de propriedade de pequenos produtores, caracterizando-
se com uma baixa produtividade de 1.340 litros/vaca/ano, com baixa qualidade do produto
final (2).Vérios aspectos devem ser considerados com relacdo a producdo e produtividade
leiteira, como por exemplo a genética dos animais, a nutricdo, e muito importante 0 manejo
higiénico-sanitario animal estabelecido na propriedade, principalmente no que se refere a
qualidade do leite e controle das mastites (3).

Além da producdo do leite ser fundamental na economia brasileira, devido a sua
importante geracdo de renda e emprego no campo, ele também é considerado um produto
essencial para a populacdo, por ser um alimento de alto valor nutritivo e essencial em todas
fases da vida humana (2). Portanto ressalta-se a necessidade deste alimento exercer sua
funcdo nutricional de forma segura, ou seja, com auséncia de patdégenos que apresentem risco
a saude dos consumidores e que mantenham as suas caracteristicas organolépticas (4).

A mastite bovina é a causa de um dos maiores prejuizos na producao leiteira, que pode
se dar tanto pela queda na producéo lactea, perda da qualidade do leite e até perda da funcéo
de quartos mamarios infectados (5). Esta enfermidade tem por caracteristicas um processo
inflamatdrio da glandula mamaria relacionadas a agressdes fisicas, quimicas, térmicas ou
microbianas. (6).

A origem deste processo inflamatério, segundo Philpot e Nickerson (7) em 90% de seus
casos estd associada a infeccbes bacterianas, e de multipla etiologia (8), portanto além das
perdas econdmicas na qualidade e producdo de leite, também deve-se enfatizar os riscos a
salde publica decorrentes das mastites, devido a presenca de agentes patogénicos que podem
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ser fatores de risco para humanos em decorréncia da eliminacéo dos préoprios patdgenos ou de
suas toxinas no leite (9,10).

A mastite pode ser caracterizada de duas formas. A mastite clinica, na qual os sinais da
doenca sdo evidentes, Ubere com edema, hipertermia, rubor, sensibilidade a palpagéo,
apresentando alteracdes no leite, como pus e/ou grumos (11). E a mastite subclinica, na qual
ndo se observa alteracBes macroscopicas no leite ou sinais de inflamacdo da glandula
mamaria, porém observam-se alteragdes na composicdo fisico-quimica do leite, além de
queda na producdo dos animais acometidos, bem como o aumento da contagem de células
somaticas (CCS) (12).

No Brasil, a mastite subclinica é de extrema importancia econdmica, devido sua alta
incidéncia variavel de 44,88% a 97,0%, e queda na producéo de leite de 25,4% a 43,0% (13).
Comparando-se a producdo de tetos positivos com seus homdélogos negativos para varios
patdgenos em casos subclinicos de mastites, encontraram perdas na producdo leiteira de
25,2% para Streptococcus agalactiae, 22,6% para Staphylococcus aureus, 19,1% para
Staplylococcus epidermides e 23,5% para Corynebacterium bovis (14).

A etiologia da mastite é complexa e multivariada, j& tendo sido descrita na literatura 137
espécies de micro-organismos, de 35 diferentes géneros causadores (15). Desta maneira faz-se
necessaria a identificacdo do micro-organismo causador da patologia para um efetivo
controle. Destaca-se portanto, a importancia do exame microbiolégico com a utilizacdo de
meios de cultura especiais e em condigdes adequadas de incubacdo para que se possa
melhorar a sensibilidade do diagnostico microbiolégico, evitando-se resultados falso
negativos.

Os principais agentes contagiosos, a nivel mundial, de mastite bovina sdo:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Corynebacterium
bovis (8,16). Mycoplasma spp., tem distribuicdo mundial e pode causar grave pneumonia em
bezerros, mastite em vacas lactantes e poliartrites (17). Ja foi associado a ceratoconjuntivite
(18), endometrites, salpingites, otites, aborto e seminovesiculite, nas quais todas foram
reproduzidas experimentalmente (19).

MASTITES POR Mycoplasma spp.

As mastites causadas pelos patdgenos do género Mycoplasma spp. sdo relativamente
comuns em grandes rebanhos leiteiros (20), entretanto, este patdégeno ainda € subestimado
(21), principalmente no Brasil, onde se tém poucos relatos de sua ocorréncia como agentes
causadores de mastites. Sabe-se entretando, que poucos sdo os laboratérios especializados e
preparados para o seu diagnostico, considerando condicGes de isolamento que exige atmosfera
de CO2, meios de cultura especificos e periodo para o isolamento de no minimo 5 dias. Deve-
se considerar ainda as caracteristicas das col6nias que sdo diminutas, havendo a necessidade
de lupa para caracterizagdo fenotipicas das col6nias.

Apesar de varias espécies de Mycoplasma spp. ja terem sido isoladas em casos de surtos
de mastite bovina, Mycoplasma bovis é o patdgeno de maior importancia (20), ou seja, com
maior patogenicidade, causando maior incidéncia de infec¢fes nos rebanhos, considerando-se
uma alta contagiosidade (22). Pode causar mastites clinicas, subclinicas ou crénicas e apesar
de ser considerado um patdgeno contagioso, a evolucdo da afeccédo se assemelha ao padrao de
patdégenos ambientais, com surtos de casos clinicos da doenga (23). Uma vez que a mastite
por Mycoplasma se estabelece, o animal afetado pode eliminar de 10% a 102 UFC por mL de
leite, contaminando assim a ordenhadeira, as médos do ordenhador e outras fémites, que se
tornam importantes vias de transmissdo para outros animais do rebanho (20).

Os sinais clinicos da mastite causada pelo Mycoplasma bovis incluem queda abrupta na
producdo de leite, mais de um quarto apresenta mastite, e aumento de casos que nao
respondem a terapéutica. Clinicamente os animais se apresentam saudaveis apesar da mastite

Junqueira NB, Langoni H. Aspectos gerais sobre a mastite bovina causada por Mycoplasma spp. Vet. e Zootec.
2016 set.; 23(3): 356-364.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 359

severa. O leite apresenta sedimento, semelhante a areia (24). Por sua vez, alguns sinais
clinicos atipicos podem surgir nesta enfermidade, incluindo claudicacéo, edema das porcoes
dos membros anteriores e poliartrites (25).

A introducdo do M. bovis em rebanhos livres da infeccdo, se da pela entrada de bezerras
ou novilhas clinicamente saudaveis na propriedade, que sdo portadoras sds do Mycoplasma
bovis e uma vez introduzido o patégeno, em qualquer fase da vida dos animais, torna-se dificil
a sua erradicacdo (26). Desta forma recomenda-se a avaliacdo clinica e microbioldgica
previamente a introdugé@o de novos animais no rebanho, a partir da utilizacdo de quarentena na
propriedade.

Os bezerros podem manter 0 M. bovis em seu trato respiratorio, por varios meses ou até
anos, servindo como reservatério do patogeno (27). A disseminacdo deste agente no
organismo do animal, na maioria das vezes, € via descendente, ou seja, afeta primeiramente o
pulméo ou outros érgdos e posteriormente, via sanguinea alcancga a glandula mamaria (28).

O contato entre animais, por meio das vias respiratorias, canal dos tetos, trato genital,
incluindo até inseminacao artificial com sémen contaminado sdo também vias de transmissao
(27). Outra maneira da introducdo acidental do patégeno em um rebanho, é por meio de
fomites, como canulas e seringas contaminadas, via intramamaria (20).

Para o controle das mastites por M. bovis € necessario a detec¢do de animais infectados
e a eliminacdo dos mesmos. Simultaneamente deve-se priorizar medidas preventivas para as
mastites contagiosas como a higiene de ordenha, imersdo dos tetos em solucdo antiséptica
apos a ordenha, desinfeccdo e manutencdo adequada do equipamento de ordenha (29). Vale
aqui também o conceito e a adocdo de um programa de controle rigoroso na prevencao das
mastites (30)

As perdas econdmicas registradas nos EUA, por mastites causadas pelo Mycoplasma
bovis, sdo estimadas em até $108 milhdes de ddlares por ano com niveis de até 70% dos
rebanhos infectados (31). Porém, em muitos paises, € um patégeno subestimado, devido a
quantidade reduzida de laboratérios que inclui a analise de M. bovis em sua rotina (21),
considerando-se principalmente a necessidade de meios seletivos e de condi¢Oes especiais
para o seu isolamento.

O primeiro representante do género Mycoplasma spp. foi identificado em 1890, como
Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides, causador da pleuropneumonia contagiosa bovina, e
subsequentemente os tipos semelhantes de micoplasmas foram chamados de micro-
organismos semelhantes aos da pleuropneumonia (PPLO) (20). A partir de um surto de
mastite bovina, em 1961, Mycoplasma bovis foi isolado pela primeira vez, nos Estados
Unidos (32), tendo sido inicialmente diagnosticado como Mycoplasma bovimastitidis. Apenas
em 1976, apds diversos estudos baseados em técnicas moleculares, deu-se entdo a
classificacdo de Mycoplasma bovis (33).

A partir de entdo, devido ao grande transito de animais (21), o Mycoplasma bovis tem
sido descrito em diversos paises, como lIsrael (1964), Espanha (1967), Australia (1970),
Franca (1974), Inglaterra (1975), Checoslovaquia (1975), Alemanha (1977), Dinamarca
(1981), Suica (1983), Marrocos (1988), Coreia do Sul (1989), Irlanda do Norte (1993),
Republica da Irlanda (1994), Chile (2000) (21), Grécia (34), Bosnia Herzegovina (35), Italia
(36) e Japéo (2000) (37).

No Brasil, a primeira citacdo de casos de mastite por esse patogeno foi de Mettifogo et
al. (38), na regido de Londrina-PR, evidenciando a importancia deste patdégeno na etiologia da
mastite. Pretto et al. (24), também contribuiram para o levantamento deste micro-organismo
na regido norte do Parana e sudoeste do Estado de Sdo Paulo, trabalhando com 713 animais
provenientes de trés propriedades leiteiras, entre as quais de 137 que apresentavam mastite,
oito eram causadas por Mycoplasma bovis, correspondente a 5,83% dos casos.

Trabalhando com amostras de tanque de expansdo de cinco propriedades do centro-
oeste paulista, Langoni et al. (39) obtiveram por PCR positividade para o género Mycoplasma
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spp. em amostras de leite de uma propriedade pela reacdo em cadeira polimerase PCR. Por
outro lado, Manzi et al., (40) avaliando a prevaléncia de Mycoplasma spp. no leite de tanques
de expanséo em 68 propriedades na regido de Botucatu, Sdo Paulo, coletando trés amostras de
leite em periodos diferentes de cada propriedade, totalizando 204 amostras de leite, obtiveram
12 amostras de leite positivos pela PCR para Mycoplasma spp. sendo que destes uma foi
positiva para Mycoplasma bovis. Os autores concluem pela importancia de se incluir o
diagnostico deste grupo de patdgenos no diagnostico das mastites, subclinicas e clinicas, para
melhor avaliacdo do seu papel nas infecgdes intramamarias.

A literatura relata prevaléncia de 0,5 a 35% de mastite causada por Mycoplasma bovis
em diversos paises (41). Porém devido as necessidades especiais requeridas para a cultura e
isolamento de Mycoplasma, no Brasil, a pesquisa desse agente, tanto nas mastites como em
outras patologias dos sistemas respiratdrio, urogenital, articular, sistema nervoso e conjuntiva
ocular sdo pouco frequentes (42), e ha uma necessidade de incrementa-los para se conhecer
melhor os aspectos de etiopatogenia desse grupo de micro-organismos de suma importancia
em Medicina Veterinaria.

Os micoplasmas pertencem a classe Mollicutes, género Mycoplasma, tais micro-
organismos se diferem de outras bactérias pela auséncia de parede celular rigida, sdo células
delimitadas apenas pela unidade trilaminar da membrana (17). Sendo assim, séo considerados
altamente pleomorficos, e capazes de produzir filamentos que parecem fungos, dai o seu
nome (mykes = fungo e plasma = formato) (43).

As células do género Mycoplasma sdo pequenas, variando de 0,1 a 0,25um, com um
volume celular que representa em torno de 5% do volume de um bacilo tipico. Devido ao seu
tamanho e plasticidade sua passagem é possivel por meio dos filtros que retém bactérias
comuns, sendo assim estes organismos foram inicialmente considerados como virus (43).

A auséncia de parede celular bacteriana tipica, contendo peptidoglicano, torna estes
micro-organismos insensiveis aos agentes antimicrobianos contra parede celular, como as
penicilinas e cefalosporinas, podendo implicar em perdas econdmicas caso ndo seja feito um
diagndstico adequado. Todavia, sdo suscetiveis a dessecacao, ao aquecimento, a detergentes e
desinfetantes (17).

Os Mycoplasmas podem representar 0s menores organismos autoreplicaveis capazes de
sobreviver como células livres (43). Em virtude do seu “QI” genético mais baixo, esses
micro-organismos possuem uma capacidade limitada de realizar biossintese, portanto o
cultivo de micoplasmas exige meios enriquecidos contendo precursores desta biossintese (17).
Em sua maioria sdo anaerdbios facultativos, sendo que alguns crescem otimamente em uma
atmosfera de 5 a 10% de CO, (17) e suas coldnias ttm menos de 1 mm de didmetro e uma
aparéncia caracteristica de “ovo frito” quando vistas sob luz transmitida com auxilio de lupas
(43).

Portanto, como alternativa aos métodos convencionais de deteccdo de Mycoplasma,
existe a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que é acurado e amplamente aceito como um
método confiavel para deteccdo de Mycoplasma spp. em amostras de leite (44-47). Permitindo
assim um répido diagnostico, e prevencdo de possiveis surtos de mastites causadas por esse
agente. Diversos estudos tém demonstrado a eficacia da PCR para a deteccdo Mycoplasma
spp. (48).

Além da PCR tradicional, segundo Justice-Allen e colaboradores (49), outra ferramenta
que pode ser utilizada ¢ a PCR em tempo real. Esta técnica facilita a identificacdo de
Mycoplasma bovis, auxilia na identificacdo de outras espécies de micoplasmas e identifica
coinfec¢des por diferentes espécies de micoplasmas em uma mesma amostra, pela analise de
temperatura de dissociacdo. Além desse aspecto essa teécnica permite avaliar a carga
bacteriana presente na amostra de leite examinada.

Para se realizar uma cultura e isolamento de micoplasmas s@o necessarios meios e
tempo de incubagdo especiais, além de condi¢cBes de microaerofilia. Tendo em vista a
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frequéncia de amostras de leite de vaca com alteragdes sugestivas de mastite, clinica ou
subclinica, apresentarem-se negativas a sucessivas culturas realizadas a partir de métodos
microbiologicos padrdes, pode-se suspeitar de um subdiagndstico de mastite por Micoplasma
(50). Novos estudos s&o importantes para que se possa avaliar realmente o papel dos
micoplasmas enquanto patégeno especialmente nas mastites.

CONSIDERACOES FINAIS

A mastite causada por Mycoplasma spp. ja € relatada pela literatura por sua fundamental
importancia econdémica em diversos paises, poréem ela ainda é subestimada no Brasil devido a
falta de estudos relacionado a esta tematica. Devido a alta contagiosidade do patdgeno e aos
diversos problemas que ele pode causar em uma propriedade, como doencas respiratorias,
reprodutivas, poliartrites, entre outras, é de grande valia o aprofundamento da
micoplasmologia na etiologia das mastites no Brasil.
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ABSTRACT

It was described the occurrence of yolk sac remnant with macroscopic, radiographic,
ultrasonographic, tomographic and histologic evaluation of the material obtained from the
placenta of a Thoroughbred mare after delivery of a viable foal.

Keywords: Parturition, mare, obstetrics.
SACO VITELINICO REMANESCENTE
RESUMO

Ocorréncia de remanescente de saco vitelinico descrito por avaliagdo macroscépica,
radiogréafica, ultrassonogréafica, tomografica e histoldgica do material obtido da placenta de
uma égua Puro Sangue Inglés apds o parto de um potro viavel.

Palavras-chave: Parto, égua, obstetricia.
REMANENTE DE SACO VITELINO
RESUMEN

Ocurrencia de un remanente de saco vitelino descrito por evaluacion macroscépica,
radiogréafica, ecografica, tomografia computarizada y histoldgica del material obtenido de la
placenta de una yegua Puro Sangre después del nacimiento del potro viable.

Palavras clave: Parto, yegua, obstetricia.
INTRODUCTION

The yolk sac originates from endodermic tissue emanating from the inner cell mass
covering the internal trophoectoderm layer. It develops from the blastocoele and almost
disappears after a few weeks, except in horses, that present persistent yolk sac, being observed
up to 60 days of gestation (1,2).

In horses, the yolk sac is the dominant structure in the first three to four weeks of
gestation, comprising the majority of the total embryo weight (1). Thereafter, the cavity of the
yolk sac and the allantoic sac occupy the same space, and about after 60 days, the yolk sac
undergoes atresia, becoming a linear bag contained within the distal umbilical cord (3,4).
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Occasionally, large ossified hollow structures remnants of the yolk sac are found in the
horse placenta. These structures are connected by a stalk segment to the allantoic cord (3).
This structure generally has cystic shape and variable size and consistency (5). It is usually
filled with fluid and for unknown reasons develops small areas of bone metaplasia in its
central segment, or several bony plates on the wall (6,7). On rare occasions, these structures
can compromise blood flow of the umbilical vessels and result in miscarriage (3,7).

CASE REPORT

//During the breeding season in a Thoroughbred race Haras, in the region of Avare
(Latitude 23 05' 55" S, Longitude 48 55' 33" W), Sdo Paulo, in the routinely pregnancy
diagnosis evaluation, it was identified that one of the mares, 5 years old and weighing 620 kg,
had an initial twin pregnancy, with three vesicles. It was decided to perform the destruction of
two vesicles and follow through with the pregnancy of one, in order not to delay pregnancy
and to prevent future complications.

The procedure was successfully performed using ultrasound to guide the identification
of the vesicles to be eliminated. Gynecological exams were performed routinely throughout
the gestation.

At parturition, the mare needed aid for delivery, requiring traction of the foal. After the
obstetric procedure, it was noted next to the fetal membranes a circular mass of firm
consistency and cystic areas (Figure 1A and 1B). The mass was collected, wrapped, stored at -
20°C, and then sent to the Animal Reproduction Division, Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Botucatu-SP.

At the Veterinary Hospital, ultrasound, radiography and computerized tomography
examinations were performed. Then, the material was immersed in 70% alcohol and after 2
days, it was transferred to formaldehyde for histological evaluations.

Figure 1. (A) and (B) Yolk sac remnant.

MACROSCOPIC EXAMINATION

The tissue weighed 91 g, measuring 7.5 x 6.0 x 6.0 cm, with a serous and mucous
content in their cystic cavities, which ranged from 1.0 to 4.0 cm in diameter. On palpation, it
was noted a firm consistency, that when pattering, it made a hollow sound. At cut, there were
numerous cystic formations of various sizes, some with serous or mucoid tissue and others
with a brown content. All structures were permeated by hard tissue, calcified, which produces
the hollow sound reported above (Figure 2).
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Figure 2. Yolk sac remnant cut in half. It can be seen cystic formations surrounded by ossified tissue.
RADIOGRAPHY

At the X-ray, it was observed a circumscribed structure with radiopaque borders,
measuring 6.83cm x 6.03cm in their major axes, showing internal septa and trabeculae of
bone radiopacity, with areas of cavities filled with gas content (Figure 3A).

ULTRASOUND EXAMINATION

At the ultrasound examination an irregular surface structure was revealed, with wraps
and hyperechoic septa forming some areas of posterior acoustic shadowing artifact. There
were also cavity areas filled with hypoechoic fluid content and discrete hyperechoic dots in
suspension and other cavity areas filled with reverberation forming content (Figure 3B).

Figure 3. (A) X-ray of an ossified remaining of the yolk. (B) Ultrasound exam where it is observed
uneven surface, cavities filled by hypoechoic fluid content.

CT SCAN

The computerized tomography performed in axial projection with Imm increment cuts
without contrast injection also has identified cavity areas filled by material with density ~ -
1.000HU and ~ -2 to 50HU and presence of irregular septa with high density ~ 200HU
forming the various cavity areas. After fixation in 38% formaldehyde, the CT images showed
that the size was 6.89 x 6.39 x 6.09 cm in their largest axis (Figure 4).
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Figure 4. CT scan of the yolk sac remanant.
HISTOPATHOLOGY

Cysts filled with sero-mucous material were observed with red blood cells, uncoated
walls and with a basophilic matrix, where in most of them there was mineralization (Figure
5A). It can be observed a mineralized uncoated cystic wall (Figure 5B and 5C). The
mineralization is done in mucinous substrate, where there are areas of calcification and
ossification.

It is concluded that the material described above is a "cyst" of the umbilical cord:
Remnant of the yolk sac, mineralized (calcified / ossified).

’ 2 g - V \ "
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Figure 5. (A) "Cysts" filled with sero-mucous material with red blood cells (*), walls without
surperficial coating and with a basophilic mucinous matrix (details) (HE). (B) Mineralized cystic wall
without epithelial lining. Mineralization in mucinous substrate, where there were calcification (*) and
ossification (HE without decalcification). (C) Detail of the previous figure, in which there is
calcification in basophilic and bone formation in continuity, overlying a mucoid mucinous matrix
(HE).

DISCUSSION AND CONCLUSION

The macroscopic aspects found in this case are similar to those reported cited by
(3,5,6,7). In the histology slide a mineralized cystic wall was observed. Similar data were
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presented by (3,5). Different from King (6), these cysts were filled with sero-mucous material
with the presence of red blood cells. The radiographic features found in this report corroborate
the findings of Cassar et al. (3).

The ossification of the involuted yolk sac tissue is quite common and provides evidence
that larger ossified remnants of yolk sac probably begin as small areas of metaplastic
formation of trabecular bone that gradually expand on a highly organized manner to form the
lamellar wall commonly found in larger "ossified" yolk sac tissues (3).

This seems to be the first study to report data on ultrasound and computerized
tomography of which was confirmed to be a yolk sac remaining calcified.
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RESUMO

A epiteliogénese imperfeita é caracterizada pela incompleta formacéao epitelial decorrente de
falhas germinativas no ectoderma e mesoderma durante o periodo embrionario. A doenca
varia em gravidade e foi descrita na maior parte das espécies domésticas. Em algumas
espécies, resulta de mutacBes geneticamente herdadas, mas a hereditariedade ndo foi
comprovada em outras. Neste trabalho, é abordado um caso de epiteliogénese imperfeita em
um suino macho com aproximadamente 21 dias de idade, atendido na Medicina e Reproducéo
de Suinos da Universidade Federal de Santa Maria. De acordo com as informacdes do
proprietario, o animal nasceu com malformacdo da pele em aproximadamente 40% da regido
dorsal posterior. O tratamento foi instituido a base de um antisséptico para evitar proliferacdo
de patdgenos nas secrecdes, 6leo mineral para a hidratacdo da pele, além de um epitelizante e
cicatrizante. Como esta condicdo é esporadica e afeta alguns animais dentro de uma ninhada,
tentativas de prevencdo da doenca pela eliminacdo do plantel de animais se torna inviavel.
Contudo, a prole com este tipo de alteracdo cutanea, e que sobrevivem, ndo devem ser
mantidos como futuros reprodutores.

Palavras-chave: aplasia cutanea, leitdo, malformacao da pele.
EPITHELIOGENESIS IMPERFECTA IN THE SWINE- CASE REPORT
ABSTRACT

Epitheliogenesis imperfecta is characterized by incomplete formation derived epithelial germ
ectoderm and mesoderm failures during the embryonic period. The disease varies in severity
and was described in most domestic species. In some species, the result of genetically
inherited mutations, but heredity was not confirmed in others. In this work, we addressed a
case of epitheliogenesis imperfecta in a male pig with approximately 21 days of age, served in
Medicine and Reproduction of Swine, Federal University of Santa Maria. According to
information from the owner, the animal was born with malformation of the skin in
approximately 40% of the posterior dorsal region. The treatment was the basis of an antiseptic
to prevent proliferation of pathogens in secretions, mineral oil for moisturizing the skin, plus
an epitelizante and healing. Since this condition is sporadic and affects some animals within a
litter, attempts to prevent the disease by eliminating the breeding of animals is not feasible.
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However, offspring with this type of skin disorder, and survive, should not be kept as future
breeders.

Keywords: aplasia cutis, malformation skin, piglet.
EPITELIOGENESE DEFECTUOSO EN CERDOS- RELATO DEL CASO
RESUMEN

Epiteliogénese imperfecta se caracteriza por la formacion epitelial incompleta debido al
ectodermo germen y mesodermo durante el periodo embrionario. La enfermedad varia en
gravedad, y se describe en la mayoria de las especies domésticas. En algunas especies, el
resultado de mutaciones herdadas genéticamente, pero la herencia no ha sido probado en
otros. En este trabajo, vamos a abordar un caso de epiteliogénese imperfecta en un cerdo
macho con aproximadamente 21 dias de edad, se reuni6 en Medicina y porcina Reproduccién
de la Universidad Federal de Santa Maria. De acuerdo a la informacion del propietario, el
animal nacié con una malformacion de la piel en aproximadamente 40% de la superficie
dorsal posterior. El tratamiento fue la base de un antiséptico para prevenir la proliferacion de
patdgenos en las secreciones, aceite mineral para la hidratacién de la piel, ademéas de un
epitelizante y la curacién. Dado que esta condicion es esporadica y afecta a algunos animales
de una misma camada, los intentos de prevenir la enfermedad a través de animales de cria
eliminacién no es factible. Sin embargo, la descendencia con este tipo de trastorno de la piel,
y sobreviven, no debe ser mantenido como criadores futuras.

Palabras clave: Piel aplasia, cerdito, malformacion de la piel.
INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo em extensdo dos mamiferos e apresenta funcBes de protecao,
regulacdo térmica e reserva de nutrientes. E composta por uma camada superficial (epiderme)
e uma camada de tecido conjuntivo abaixo da epiderme (derme) (1).

A epiteliogénese imperfeita é caracterizada pela incompleta formacdo epitelial
decorrente de falhas germinativas no ectoderma e mesoderma durante o periodo embrionario.
A doenca varia em gravidade e foi descrita na maior parte das espécies domésticas. Em
algumas espécies, resulta de mutacdes geneticamente herdadas, mas a hereditariedade nao foi
comprovada em outras. Ndo ha informac6es adicionais a respeito da patogenia. Sem a
cobertura protetora (epitélio estratificado escamoso), o tecido subjacente é facilmente
agredido e sujeito as infeccdes (1). Sua ocorréncia € menor que 0,01%, visto que os fatores
influencidveis ndo sdo claramente descritos (2).

As lesbes macroscdpicas consistem em areas bem demarcadas, desprovidas de epiderme
e anexos ou mucosa, expondo a derme ou submucosa vermelha e umida (1). As lesbes séo
descritas principalmente no tronco, mas também em extremidades distais (2). As lesdes
pequenas podem cicatrizar como escaras e ndo interferem na sobrevivéncia do animal. Os
animais que nascem com lesdes extensas normalmente morrem de infecgdo ou desidratagdo e
anormalidades eletroliticas decorrentes da perda excessiva de fluidos pelas das superficies ndo
epitelizadas (1).

Devido a escassez de dados sobre essas alteracdes em suinos criados no Brasil e no
intuito de auxiliar na sua identificagdo e controle, esse trabalho descreve os aspectos clinico-
patolégicos de um suino com epiteliogénese imperfeita atendido na Medicina e Reproducéo
de Suinos da Universidade Federal de Santa Maria.
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Foi encaminhado a Medicina e Reproducdo de Suinos da Universidade Federal de Santa
Maria, um suino macho inteiro com 21 dias de idade, proveniente de uma propriedade do
municipio de Nova Palma. O animal apresentava malformacdo de pele em aproximadamente
40% da regido dorsal posterior do corpo. Eram é&reas desprovidas de epiderme, porcao
superficial da derme e anexos. Apresentava vasos sanguineos superficiais congestionados e
hemorragias leves. Foi observado também leve infiltrado inflamatério crénico, porém, a
cultura bacteriana foi negativa nas amostras de liquido apresentado para bacteriologia. Foram
observadas alteragBes na juncdo entre a pele integra e a afetada. As lesdes eram multifocal
destacadas do tecido subjacente, formando uma fenda com detritos celulares, de origem
vegetal e as células inflamatorias (Figura 1A).

Figura 1. A) Lesdes multifocalmente destacadas do tecido subjacente, formando uma fenda
com detritos celulares, de origem vegetal e células inflamatorias. B) Completa epitelizacdo da
pele.

O tratamento foi instituido a base de um antisséptico (clorexidina 0,5%) para realizar a
limpeza e evitar proliferacdo de patdgenos nas secrecdes, 0leo mineral para a hidratagdo da
pele, além de um epitelizante e cicatrizante -100g do produto: sulfanilamida (5g), ureia (49),
cera de abelha (15Q), excipiente qsp 779 - adicionado 1% de 6leo mineral. Foram realizadas
aplicacdes diarias durante 60 dias. Este procedimento foi realizado até a completa epitelizacdo
da pele (Figura 1B).

DISCUSSAO

A epiteliogénese imperfeita, refere-se a mal formacdo do epitélio. O termo abrange
também a epidermodlise bolhosa (Epidermolysis bullosa) em medicina veterinaria. O termo
aplasia congénita da cutis é utilizado em medicina humana para descrever lesdes semelhantes
as observadas em leitdes. Em seres humanos, estes defeitos podem ser observados no couro
cabeludo, bem como em outros locais do corpo caracterizando defeitos neuroectodérmicos
(3). Em nosso estudo podemos observar que uma parte da derme também estava ausente,
sugerindo que, a mesoderme embrionaria também foi envolvida, ou que parte da derme pode
ser originaria do ectoderma embrionario, como proposto por Balinsky e Fabian (4).

A epiteliogénese imperfeita pode ser considerada uma doenca congénita recessiva
ligada ao sexo e tem maior expressao em machos do que em fémeas. A baixa incidéncia de
epiteliogénese imperfeita observada dentro de leitegadas afetadas conduziria a uma heranca
autossémica recessiva compativel com a doenca (2). No entanto, com este tipo de informacao
hereditaria, uma propor¢do aproximadamente igual de machos e fémeas afetados seria
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esperada. Porém, a alta proporcdo de fémeas infectadas sugere, ao defeito relacionado ao
sexo, a heranca recessiva ligada ao cromossomo X. As manifestacdes vao estar presentes nos
machos porgue eles tém apenas um cromossomo X, sendo assim, ndo tém nenhum gene
normal para aquela caracteristica e, nas fémeas quando existe alguma manifestagdo clinica,
em geral € mais leve (5).

Em um estudo com potros, a doenca foi associada a um defeito da lamina 5 na lamina
lucida da membrana basal que permite a separacao da epiderme da derme (6). Trabalhos que
reportam este caso em matrizes suinas de diferentes partos descartam que esteja associado a
idade da fémea (7). J& outros estudos demonstram ser um defeito congénito presente ao
nascimento, mas ndo necessariamente de origem hereditaria e compativel com baixa
incidéncia dentro de uma leitegada ou rebanho (2). A frequéncia de alguns defeitos presentes
ao nascimento, mas ndo necessariamente de origem hereditéaria, pode ser maior para machos
ou fémeas quando o risco é modificado por sexo, como se V&, por exemplo, com defeitos de
fechamento dos tubos neurais de seres humanos, em que as fémeas parecem ser mais
predispostas (8).

Em alguns relatos de medicos veterinarios, casos de Epidermdlise Bolhosa foram
descritos como aplasia cutanea devido as semelhancas nas lesbes. Mas, de acordo com o
estudo do mesmo autor, ao nivel de microscopia Optica, lesdes da E. bullosa ndo sdo
compativeis, ja que apresentam lesdes que atingem a derme, enquanto na aplasia cutanea
somente ocorrem danos em niveis de epitélio. No nivel microscopico, muitas vezes podem ser
observadas fissuras dermo epidérmicas nas margens das lesGes e o0s apéndices estdo
normalmente presentes no interior das lesées (9). Neste estudo, as lesdes microscopicas ndo
eram compativeis com epidermolise bolhosa. Na verdade, fendas dermo-epidérmicas nédo
foram observadas e os defeitos cutdneos eram estendidos a superficie da derme e restritos a
metade caudal do corpo.

Por ndo haver muitos relatos, o tratamento torna-se controverso, podendo ser viavel em
alguns casos. Nas lesfes, devem ser administrados antibioticos ou desinfetantes nao irritantes
para prevenir indesejaveis situa¢fes secundarias, como a septicemia. O efeito curativo pode
ser alcancado com pomadas/cremes cicatrizantes para estimular a cicatrizacdo das feridas (2).
Assim, para estimular a epitelizacdo do animal apresentado neste caso, foi utilizada uma
solucdo com sulfonamida, cera de abelha, ureia e 6leo mineral.

As sulfonamidas sdo analogos estruturais do PABA (&cido paraminobenzoico). Para o
micro-organismo formar o acido diidropterdico ele precisa utilizar o PABA, entdo as
sulfonamidas, por meio de inibicdo competitiva, impedem a incorporacdo do PABA agindo
assim como antimetabdlito. As sulfonamidas impedem o crescimento pela inibicdo da sintese
do acido félico, exercendo agdo bacteriostatica (10). A ureia, altamente solGvel em &gua, atua
solubilizando ou desnaturando as proteinas, proporcionando acdo hidratante, queratolitica,
antibacteriana e estimulante da regeneracdo celular - cicatrizante - (11). A cera de abelha
possui propriedades emolientes, amaciantes, moldantes, impermeabilizantes, cicatrizantes,
antinflamatodria e antibacteriana (12).

O o6leo mineral também tem potencial cicatrizante e favorece a formacdo do tecido de
granulacdo. Aumenta a resposta imune, acelerando o processo inflamatorio, e
consequentemente estimulando o processo de cicatrizacdo por meio da angiogénese e da
epitelizagdo, facilitando a entrada de fatores de crescimento na célula (13).

Portanto, a prole com este tipo de alteragdo cutanea, e que sobrevivem, ndo devem ser
mantidas como futuros reprodutores (2). E ainda, como esta condicdo € esporadica e afeta
alguns animais dentro de uma ninhada, e por causa do uso generalizado de doses inseminantes
heterospérmicas, seria de dificil rastreamento e, provavelmente, economicamente inviavel
tentativas de prevencdo da doencga pela eliminacdo de animais do plantel. Assim, como
demonstrado nesse estudo, a epitelizacdo pode ocorrer quando as lesdes ndo sao muito
extensas e disponibilizados tempo e cuidados com o animal.
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RESUMO

A presenca de alteragdes toxicas em neutrofilos indica aceleragdo da neutropoiese e estd
associada a intensos processos inflamatdrios e bacterianos. O leucograma raramente fornecera
informacBes de carater patognoménico de uma enfermidade, no entanto, sabe-se que as
informacdes contidas nessa analise fornecem subsidios ao clinico que auxiliam na elaboragédo
de diagnostico. Nesse sentido, o objetivo do presente relato foi descrever e discutir as
alteracdes hematoldgicas em um dos quadros de maiores indices de morbidade e mortalidade
na rotina da clinica veterinaria, o quadro de piometra, destacando as alteracfes morfoldgicas
leucocitarias que podem conduzir a terapéutica e o progndstico do paciente.

Palavras-chave: anemia, leucograma, enfermidade, infeccdes bacterianas.

UNDERSTANDING HEMATOLOGIC CHANGES IN A PYOMETRA FRAME:
STUDY OF A CASE REPORT

ABSTRACT

The presence of toxic changes in neutrophils indicates acceleration neutropoiese and is
associated with severe inflammation and bacterial. The WBC rarely pathognomonic provide
background information of an illness, however, it is known that the information in this
analysis provide subsidies that help the clinician in making a diagnosis. In this sense, the
objective of this report was to describe and discuss the hematological changes in one of the
frames of the highest rates of morbidity and mortality in routine veterinary clinic, pyometra
framework, highlighting the WBC morphological changes that can lead to therapy and
prognosis patient.

Keywords: anemia, white blood cell count, disease, bacterial infections.
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LA COMPRENSION DE LOS CAMBIOS HEMATOLOGICOS A UN SIGNO
CLINICO DE PIOMETRA: ESTUDIO DE UN CASO

RESUMEN

La presencia de cambios toxicos en los neutrofilos indica neutropoiese aceleracion y se asocia
con inflamacion severa y bacteriana. El leucograma raramente proporciona informaciones de
carater patognomonico antecedentes de una enfermedad, sin embargo, se sabe que la
informacion en este analisis proporciona subvenciones que ayudan al médico a hacer un
diagndstico. En este sentido, el objetivo de este informe es describir y analizar los cambios
hematoldgicos en uno de los marcos de las mas altas tasas de morbilidad y mortalidad en la
clinica veterinaria de rutina, caso de piometra , destacando los cambios morfologicos que
pueden conducir a la terapia y el pronostico paciente.

Palabras clave: anemia, recuento de glébulos blancos, enfermedades, infecciones
bacterianas.

INTRODUCAO

A literatura esclarece que o leucograma raramente fornecera informacdes de carater
patognomonico de uma enfermidade, no entanto, sabe-se que as informacdes contidas nessa
andlise fornecem subsidios ao clinico que auxiliam na elaboracdo do diagnéstico diferencial,
na avaliacdo da gravidade de determinada doenca e ainda podera ser Gtil no fornecimento do
prognoéstico da mesma. Assim fica estabelecido que o conhecimento da producéo, distribuicéo
e fisiopatologia dos leucdcitos sdo essenciais para a interpretacdo do significado do
leucograma (1).

Nesse sentido o presente relato objetiva descrever e discutir as alteracfes hematologicas
em um dos quadros de maiores indices de morbidade e mortalidade na clinica veterinaria, o
quadro de piometra, discutindo as alteragcbes quantitativas e qualitativas, incluindo as
alterac6es morfoldgicas presentes nas células sanguineas.

RELATO DE CASO

O caso descrito refere-se a uma fémea canina, SRD, 10 anos, atendida no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Pelotas (HCV-UFPel). O animal apresentava aumento
de volume abdominal, desconforto na palpacdo abdominal, apatia, mucosas péalidas e
hipertermia. Na anamnese, o0 proprietario relatou que ndo houve nenhuma alteragdo quanto a
alimentacéo e ingestdo de liquidos, no entanto, segundo informagdes do proprietario, o animal
apresentava-se mais apatico do que o habitual, relatando que 0 mesmo entrou em cio poucas
semanas antes ao desenvolvimento do quadro.

Foi solicitado como exame complementar a ultrassonografia abdominal, além de
hemograma, proteina plasmatica total (PPT) e a dosagem de fibrinogénio plasmatico. Os
achados obtidos a partir das imagens ultrassonograficas confirmou a suspeita de piometra.
Com relagdo aos achados hematoldgicos observados, detectou-se: redugdo da massa
eritrocitaria (Hemacias 4,2 x10° Hemoglobina 9,7 g/dl e Hematdcrito 30%) caracterizando
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um quadro anémico; leucocitose (28.000ul) com aumento quantitativo paralelo de bastonetes
(Figura 1-A) determinando um desvio a esquerda além da presenca de corpusculo de Dohle
(Figura 1-B). A PPT apresentou-se elevada (8,8g/dl) confirmando a desidratacdo da paciente,
assim como os indices de fibrinogénio que se mostraram superiores ao esperado para a
espécie estudada (600 mg/dl).

i & . - 4l € e & AAOV BV O
Figura 1. A- Neutrdfilo bastonete indicando desvio (Coloragdo panotico rapido 1000x). B- Corpusculo
de Dohle (setas) (Coloracéo panotico rapido, 400x). Laboratorio de Patologia Clinica HCV-FPEL.

DISCUSSAO

Com relacdo a anemia detectada, essa alteracdo era esperada no quadro, pois segundo a
literatura a piometra € uma doenca inflamatdria cronica, sendo que frequentemente observa-se
como alteragdo no eritrograma uma discreta anemia normocitica normocrémica nao
regenerativa. Essa anemia se da pela perda de eritrdcitos por diapedese para o limen uterino
ou a depressdo toxica da eritropoiese (2). N&o foi detectada elevacdo numérica do VCM
(Volume Corpuscular Médio) ou observadas alteracdes morfoldgicas na analise microscopica
do esfregaco sanguineo que pudesse indicar regeneracdo medular como: anisocitose e
policromasia. No entanto, o quadro anémico normalmente deve ser restabelecido uma vez que
a piometra for devidamente tratada (3,4,5).

Com relagdo aos achados leucocitéarios, a literatura informa que em pacientes que nao se
encontram em um quadro de septicemia, o leucograma pode estar sem alteracOes
significativas. No entanto, a leucometria em cadelas com piometra é quase sempre
caracteristica de inflamacdo supurativa ou purulenta, acarretando em leucocitose, neutrofilia
com desvio a esquerda, presenca de formas imaturas e monocitose substancial (2,5). A
leucocitose acompanhada de linfocitopenia é diretamente proporcional a gravidade da doenca
(5). E importante salientar que esse processo inflamatorio de origem enddcrino-hormonal esta
associado em sua evolucdo as infec¢bes bacterianas, constituindo um intenso complexo
patologico (6). No entanto, podera ocorrer com uma clinica ndo caracteristica, onde a Unica
observacdo é a presenca de secrecdo vulvar e, no hemograma pode-se observar uma contagem
normal de leuc6citos com uma leve neutrofilia (7).

Outro achado detectado na andlise qualitativa do leucograma foi a presenga de
neutrofilos toxicos, como o corpusculos de Dohle. Esses sdo neutréfilos liberados da medula
Ossea antes de completarem sua maturacdo. Normalmente, eles migram aos vasos sanguineos
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guando a demanda tecidual de neutréfilos é alta, como é esperado no caso descrito. Pelo fato
de ainda ndo estarem completamente bem formados, séo liberados com quantidades anormais
de organelas citoplasmaticas (8). Apesar de a literatura citar que os corpusculos de Dohle sdo
infrequentes em cdes (9) e apresentando-se em maior frequéncia em gatos, no presente relato
o animal apresentou essa alteracdo. Estudos informam que essa alteracdo leucocitaria também
pode ser detectada em outras espécies além dos cdes e gatos, como no cavalo e em humanos
(10,11). Em seres humanos, o aparecimento destes corplsculos é um achado sensivel para
infeccdes bacterianas (11).

A quantidade e o tipo de toxicidade neutrofilica parecem ter relacdo com a gravidade da
doenca e dos sinais clinicos em cdes e gatos, sendo que o numero de células alteradas esta
associado ao prognostico da enfermidade. No caso descrito, foi observado um alto nimero de
células apresentando a alteracdo, salientando que o paciente se mostrava intensamente
apatico, hipertérmico e com provavel quadro de choque endotdxico. A presenca destas
alteragBes toxicas nos neutrofilos de cdes estd mais associada com inflamacdes de carater
sisttmico do que localizado e na maioria dos casos devido as infeccbes bacterianas,
bacteremia, abscessos e septicemia (12,13); intensos processos inflamatorios (14) e toxicidade
a determinados farmacos (13,15,16).

Com relacdo as alteracdes detectadas no fibrinogénio plasmatico, esta estabelecido que
esse parametro tende a se elevar frente a um aumento quantitativo de mediadores envolvidos
na resposta inflamatoria. Assim, a hiperfibrinogenia detectada indica que a enfermidade
instalada se encontra no curso agudo, o que é esperado para a piometra, em que 0 quadro
mobiliza intensamente a resposta celular e mediadores envolvidos ao processo inflamatério na
tentativa de debelar o agente ou as toxinas envolvidas com o quadro (17).

CONCLUSAO

Considerando o caso descrito, o trabalho chama atencdo do clinico veterinario a
urgéncia de todas as manobras clinicas, diagnosticas, cirurgicas e terapéuticas relacionadas a
piometra, devido & gravidade do quadro. Assim, o reconhecimento dos achados
hematoldgicos, especialmente os contidos no leucograma, é fundamental para o
direcionamento do diagndstico, principalmente nos casos em que 0s sinais clinicos ainda nao
sdo tipicos da enfermidade. Salienta-se ainda que a interpretacdo de informacGes adicionais
contidas no hemograma, como a presenca do corplsculo de Dohle, é de auxilio ao
prognastico do paciente.
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O SUCESSO DA NUX VOMICA EM TRES CASOS DE CAES COM INJURIA
GASTRICA POR ANTI-INFLAMATORIO NAO ESTEROIDAL

Maria Eugenia Carretero!
Nilson Roberti Benites?

RESUMO

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) sdo comumente prescritos aos cdes com dor e
inflamacdo em geral. No entanto, existem reacdes adversas que culminam em lesGes na
mucosa gastrointestinal (GI) que podem causar hemorragias e até perfuraces. Nesses casos, é
preciso um tratamento rapido, eficaz e que ndo prejudique a integridade da mucosa GI. Assim,
0 objetivo desse artigo € relatar a eficiéncia do uso da Nux vomica em trés casos caninos com
lesdo na mucosa Gl causada por AINEs. Concluiu-se que o uso da Nux vomica em casos de
severa lesdo no Gl foi suficiente para o cancelamento da transfusdo sanguinea e melhora
permanente e rapida em dois dos trés casos relatados.

Palavras-chave: anti-inflamatdrio néo esteroidal, anemia, lesdo géstrica, Nux vomica, céo.

THE SUCCESS OF NUX VOMICA IN THREE CASES OF DOGS WITH GASTRIC
INJURY BY NON-STEROIDAL ANTIINFLAMMATORIES

ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory (NSAIDs) are usually prescribed to dogs with pain and
general inflammation. However, there are side effects culminating on gastrointestinal (Gl)
epithelium lesions, that can cause bleeding and perforations. In these cases, it is necessary an
effective and fast treatment that does not injure the Gl epithelium. The purpose of this paper is
to relate Nux vomica's efficiency on three cases of dogs with Gl lesions caused by NSAIDs. It
was concluded that the use of Nux vomica on severe Gl lesion cases was enough to avoid
blood transfusion as well as fast and permanent recovery on two of the three cases.

Keywords: nonsteroidal anti-inflamatories, anemia, gastric lesion, nux vomica, dog.

EL EXITO DE NUX VOMICA EN TRES PERROS CON LESIONES GASTRICAS
POR ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQOS

RESUMEN

Los anti-iflamatorios no esteroideos (AINE) son prescritos como rutina para perros con dolor
y inflamacion en general. Sin embargo, hay reacciones adversas que culminan en lesiones de
mucosas gastrointestinales (GI) que pueden causar hemorragias y incluso perforacion. En
estos casos, és necesario un tratamiento rapido, eficaz y que no cause dafios a la integridad de
la mucosa gastrointestinal. Asi, el objetivo deste informe és apresentar la eficiencia del uso de
Nux vomica en tres casos caninos con lesion gastrointestinal provocado por AINESs. Se
concluy6 que el uso de la Nux vomica en los casos de lesiones grave Gl fue suficiente para
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cancelar la transfusion de sangre associada a rapida y permanente mejora dos de los tres casos
examinados.

Palabras clave: anti-inflamatorios no esteroideos, anemia, lesion gastrica, Nux vomica, perro.
INTRODUCAO

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) séo precritos aos cdes devido a sua agao
anti-inflamatoria e analgésica. A acdo dos AINEs se da pela inibicdo das prostaglandinas e
cicloxigenase 1 e 2 que apresentam, entre suas fungdes, manter a integridade da mucosa
gastrointestinal (GI). Nesse contexto, 0 uso dos AINES em cées pode gerar uma serie de
injurias na mucosa Gl resultando em inapeténcia, nausea, émese, diarreia, hemorragia e
perfuracdo. Assim, a medicina alopatica comumente associa aos AINES, os protetores de
mucosa que por vezes mostram-se ineficazes. Tendo em vista o risco de efeitos adversos, € de
importancia na rotina clinica veterinaria o conhecimento de técnicas alternativas que
permitam a cura réapida e eficaz.

Especialmente os cdes sdo mais suscetiveis as injdrias na mucosa Gl causadas pelos
AINEs, quando comparado aos humanos (1). Em cées é frequente a lesdo na mucosa Gl ap6s
a administracdo dos AINEs (2-5). No entanto, valores da incidéncia e sua frequencia ainda
nédo foram relatados (6). Em seres humanos, 25% dos pacientes que ingerem cronicamente 0s
AINEs desenvolvem ulceras, enquanto que 2-4% sofrem hemorragia ou perfuragdo na mucosa
Gl (7).

Assim, o objetivo deste trabalho € relatar trés casos distintos de ingestdo de AINEs
associados a hemorragia da mucosa Gl e a eficiéncia do tratamento realizado com o
medicamento homeopético Nux vomica.

RELATO DE CASO

Trés cdes de raca, sexo e idades diferentes foram internados em Hospital Veterinario
particular com queixa principal de dor abdominal epigastrica intensa, emese com sangue ndo
digerido, mucosas oral e ocular brancas, apatia severa e anorexia. Na historia clinica, revelou-
se que os trés animais ingeriram AINEs (dipirona sodica) concomitante ao protetor de mucosa
cimetidina.

Segundo as informagfes obtidas com os proprietarios, apresentadas na Tabela 1,
confirmou-se que o caso 1 uma fémea adulta, quatro anos de idade, castrada, da raca Mastiff
inglés recebera a dose de 25mg/kg. O caso 2 um macho adulto, dois anos de idade, castrado,
sem raca definida recebera a dose de 30mg/kg e 0 caso 3 uma fémea adulta, seis anos de
idade, castrada, da raca Pincher recebera a dose de 250mg/kg, Unico caso que recebera a dose
acima do recomendado por bularios veterinarios: 25-30mg/kg (8).

No momento da entrada desses animais na internacdo, foi realizado hemograma
simples (Tabela 2), seguido de tratamento com fluidoterapia com 250 ml de soro fisioldgico
0,9% e 1 mL de glicose 50% endovenosa, que foi mantida até 48 horas de evolugdo, sem
associacao de medicamentos alopaticos.

Tabela 1. Distribuigdo dos casos conforme género, idade (anos), raca e dose administrada de
anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE).

Caso Género Idade (anos) Raca Dose administrada
1 Fémea 4 Mastiff inglés 25mg/kg
2 Macho 2 Sem raga definida 30mg/kg
3 Fémea 6 Pincher 250mg/kg
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Tabela 2. Distribuicdo dos resultados obtidos por hemograma e leucograma no momento da
entrada dos animais (0 horas) e apds 24 horas de permanéncia no Hospital Veterinario
conforme os casos estudados e os valores de referéncia.

Variavel Identificacdo 0 horas 24 horas  Valor de referéncia

Hemacias (10%/mm?3) Caso 1 3.0 6.0
Caso 2 3.2 6.7 6a8
Caso 3 1.2 5.3

Hematocrito (%) Caso 1 15 35
Caso 2 28 38 37a54
Caso 3 8 32

Hemoglobina (g/dl) Caso 1 5.6 12.2
Caso 2 6.7 15.1 12a18
Caso 3 2.5 11.8

Leucdcitos por pL Caso 1 8.000 8.000
Caso 2 7.000 8.000 6.000 a 15.000
Caso 3 6.000 6.000

Linfécitos por pL Caso 1 2.000 2.000
Caso 2 1.500 3.000 1.500 a 5.000
Caso 3 0.200 0.200

Segmentados por pL Caso 1 4.000 4.500
Caso 2 3.600 4.500 3.000 a 11.000
Caso 3 4.800 4.300

Plaquetas Caso 1 200.000 250.000
Caso 2 250.000 251.000 150.000 a 500.000
Caso 3 100.000 326.000

Em seguida, realizou-se uma repertorizacdo manual e artistica utilizando o repertdrio de
Kent (9), no qual os sintomas comuns aos trés casos foram convertidos em rubricas
repertoriais:
Sintomas gerais
Anemia: Generalities, anemia after hemorrhage
Mucosas oral: Mouth, discoloration, gums, white
Dor abdominal intensa: Abdomen, pain, hypochondria
Emese com sangue ndo digerido: Stomach, vomiting, blood
Sintomas mentais
Agressividade, violéncia e ataca até o dono: Mind, anger, violent

Utilizando-se matérias médicas, sabe-se que, particularmente, a Nux vonica esta
associada e, portanto, trata quadros clinicos em gque ocorrem processos estomacais logo apos
se alimentar, vémitos de alimentos no periodo da manhd, dispepsias crénicas e processos
espasmodicos no sistema digestorio (10). Segundo a matéria médica de Allen (10), o
estbmago parece muito irritado, ha colica por indigestdo que causa respiracdo curta,
constipacdo com cdlica e desejo frequente de defecar, disenteria com tenesmo violento,
presenca de nausea, vOmito e disenteria principalmente depois de administracdo de
medicamentos alopaticos com secre¢do de muco e sangue (10).

Os animais foram levados ao Hospital Veterinario devido a dor abdominal intensa e
émese com sangue que sdo sinais clinicos caracteristicos de uma doenca aguda. Dessa
maneira, utilizam-se poténcias baixas, como CH6, do medicamento homeopatico selecionado
ao invés de se administrar medicamento com poténcia muito elevada, como o CH30, capaz de
agravar o caso.
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Nas doencas agudas utilizam-se poténcias baixas associadas a frequéncias elevadas de
administracdo do medicamento homeopatico para, desta forma, produzir uma acdo estimulo
medicamentoso por tempo prolongado (11).

Dessa forma, iniciou-se imediatamente a administracdo de 1mL de Nux vomica 6CH via
oral, quatro vezes seguidas a cada dez minutos. A melhora foi observada na segunda
administracdo caracterizada pela coloracdo résea das mucosas oral e oculares. Na hora
seguinte do inicio do tratamento os animais ndo apresentaram émese, levantaram-se do leito,
urinaram e, apenas o Caso 3 ingeriu voluntariamente &gua.

Apdbs 24 horas, devido ao hemograma prévio (Tabela 2), optou-se por cancelar o
procedimento de transfusdo sanguinea nos trés casos. Em 48 horas retirou-se a fluidoterapia
devido a ingestdo normal e voluntaria de agua. Em 72 horas de evolugdo 0s animais aceitaram
a ingestdo de alimento pastoso, sendo que o Caso 3 foi 0 Unico a aceitar ragdo seca.

Com 96 horas de evolugdo da injuria na mucosa GI por AINEs, os animais foram
liberados da internagdo no Hospital Veterinario e os proprietarios foram informados sobre o
retorno imediato se houvesse manifestacdo de qualquer sintoma.

O Caso 3, apds uma semana de evolucdo, veio a 6bito subitamente, sem sintomas, a
noite enquanto dormia, segundo relato do proprietario. A necropsia, realizada por um
veterinério patologista terceirizado, ndo evidenciou a causa da morte. Particularmente, na
mucosa gastrica, observou-se unico foco com depressdo da mucosa sem hemorragia,
possivelmente um local de cicatrizacdo. A serosa gastrica ndo apresentou alteracdes
macroscopicas evidentes, sugerindo que nao houve perfuracao.

Os casos 1 e 2, conforme os proprietarios, ndo apresentaram outros sintomas Gl. E,
somente o caso 1 apos trés meses de tratamento com Nux vomica 6CH apresentou sintomas na
pele. Dessa maneira, realizou-se uma repertorizacdo manual e artistica utilizando o repertorio
de James Tyler Kent (9). Os sintomas foram convertidos nas seguintes rubricas repertoriais:

Sintomas gerais

ErupcBes que cocam: Skin, eruptions, herpetic, itching.

Sintomas mentais

Pede colo constantemente: Mind, carried, desires to be.

Segundo a matéria médica de Allen (10) o medicamento Arsenicum album apresenta
semelhancas ao paciente do caso 1 e, portanto utilizou-se a dinamizacdo de CH18, devido a
sua cronicidade, com dosagem de 1 ml a noite apenas, conforme método de dose uUnica
instituido por Hahnemann (11).

Quando se compreende o processo de sensibilizacdo das terminacdes nervosas e o
processo dindmico da forca vital, descritos respectivamente nos pardgrafos 72 e 272 do
Organon da Arte de Curar (11) nota-se que € perfeitamente compativel a cura de doencas
agudas através da homeopatia. Os trés relatos analisados evidenciam a melhora do quadro de
reacdo adversa ao AINE, quando os momentos O e 24 horas sdo comparados quanto aos
resultados das hemaécias, hematdcrito, hemoglobina (Tabela 2) e evolugéo clinica dos trés
casos estudados.

CONCLUSAO

O uso do medicamento homeopatico Nux vomica CH6, com doses repetidas, apresentou
efeitos positivos nos sintomas clinicos e no hemograma de trés cdes com severa lesdo na
mucosa Gl causada por AINEs. Os resultados apresentados evitaram a transfusdo sanguinea e
melhora permanente em dois dos trés casos relatados.
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RESUMO

As neoplasias de vesicula urinaria sdo incomuns nos cdes, no entanto, representam as de
maior ocorréncia no trato urinario. O objetivo deste trabalho é descrever uma neoplasia
mesenquimal maligna na bexiga de um cdo fémea, de 2 anos e 7 meses de idade, que
apresentava hematuria e distria. O paciente foi submetido a exérese da massa neoplésica e,
apresentou remissdo completa dos sinais clinicos apresentados.

Palavras-chave: cées, neoplasia, bexiga, cirurgia, oncologia.
BLADDER LEIOMYOSARCOMA IN DOG - CASE REPORT

ABSTRACT

Bladder tumors is uncommon in dogs, however, it is the most diagnosed in the urinary tract.

A 31-month-old female mongrel dog was presented with signs of hematuria and dysuria. A

bladder neoplasm malignant mesenquimal tumor was diagnosed. The dog was undergone to

surgical excision and showed complete remission of signals.

Keywords: dogs, neoplasia, bladder, surgery, oncology.

LEIOMIOSARCOMA DE VEJIGA EN PERRA - REPORTE DE UN CASO

RESUMEN

Neoplasias de la vejiga urinaria son poco comunes en los perros, pero son las mas frecuentes

en el tracto urinario. El objetivo de este trabajo es describir una neoplasia mesenquimal

maligna en la vejiga urinaria de un perro, hembra, 2 afios y 7 meses de edad, que presentaba

hematuria y disuria. El paciente fue tratado por cirugia mediante exéresis de la masa

neoplasica y presentd una remisién completa de los sintomas clinicos.

Palabras clave: perros, neoplasia, vejiga, cirugia, oncologia.

! Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho" campus Botucatu. Contato
principal para correspondéncia.

2 Professor da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho™ campus Botucatu.

8 Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho" campus Jaboticabal.

4 Professora do Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia Veterinaria FMVZ-Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita
Filho" campus Botucatu.

Souza VL, Estanislau CA, Ranzani JJT, Minto BW, Kairalla LD, Carvalho CM. etal. Leiomiossarcoma vesical
em cadela - Relato de caso. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 385-390.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 386

INTRODUCAO

As neoplasias vesicais em cdes ocorrem mais frequentemente do que as demais
envolvendo o sistema urinario (1). As neoplasias mesenquimais malignas de vesicula urinaria
sdo incomuns em cdes (2) e correspondem a cerca de 2% do total de neoplasias na espécie
canina, sendo raras em gatos (3). As fémeas sdo diagnosticadas com maior frequéncia (3),
diferente do observado na medicina humana, em que o cancer de bexiga ocorre mais
frequentemente em homens (75%) (4).

Fatores de risco para neoplasias vesicais incluem exposi¢do a inseticidas e herbicidas,
obesidade, possivel administracdo de ciclofosfamida, ser do sexo feminino e a raga (5), das
quais se destacam Scottish Terrier, Shetland, Sheeodog, Beagle, Collie e S&do Bernardo (3).

Os tumores vesicais normalmente apresentam sinais similares aos da cistite cronica,
incluindo hematdria, disdria e polaquitria. A urinalise completa e 0 exame citologico por
lavagem vesical sdo necessarios para diferenciacdo entre cistite e neoplasia, embora a
hematuria e proteindria sejam achados de ambas as afec¢fes. Entretanto, alguns tumores,
particularmente sarcomas, ndo sdo facilmente diagnosticados pelo exame citolégico (6).

A cistectomia parcial é indicada em casos de neoplasias benignas, podendo ser
removidos até dois tercos do corpo vesical, sem que altere a sua funcionalidade (1,6). O
tratamento quimioterapico pode ser realizado com alguns beneficios (3), sendo que a
utilizacdo de agentes anti-inflamatorios pode beneficiar até 50% dos pacientes e ainda
apresentar a remissdo completa (7).

O prognostico, na maioria dos casos, € de reservado a ruim, devido a natureza agressiva
dos tumores e da pouca resposta as terapias possiveis (3).

RELATO DO CASO

Foi atendido um animal da espécie canina, da raca Rottweiler, fémea, pesando 32 Kg,
com dois anos e sete meses de idade. No historico foram relatados disuria e hematuria hd uma
semana. Foi realizada sondagem vesical (sonda n°08) sem dificuldade, ndo sendo observada
alteracdo na coloracdo da urina. As amostras coletadas (20 mL) foram encaminhadas para
urinalise tipo | e exame microbiolédgico. Na urinalise foram verificadas duas cruzes de sangue
oculto e 5 a 10 hemacias por campo, sem demais alteracdes. O laudo microbioldgico revelou
cultivo aerdbico negativo. Adicionalmente foi realizado um lavado vesical, a fim de promover
esfoliacdo da massa luminal para a realizagdo do exame citolégico.

A andlise citologica revelou celularidade moderada composta de guantidade acentuada
de eritrécitos, macrofagos e raros neutréfilos; bem como de células epiteliais individualizadas
e por vezes em grupos, de citoplasma basofilico amplo vacuolizado, nucleo arredondado com
cromatina granular, nucléolo distinto, presenca de anisocariose e anisocitose acentuadas. Tal
exame foi sugestivo de neoplasia epitelial maligna, com indicagéo para confirmacéo por meio
do exame histopatologico.

Um novo exame ultrassonografico foi realizado, sendo visibilizada estrutura nodular na
porcdo caudal da bexiga (regido do trigono), de aspecto heterogéneo, hiperecogénica,
medindo 2,23 x 1,88 cm e com areas hipoecogénicas entremeadas, medindo aproximadamente
1,41 x 0,91 cm, sendo sugestiva de neoformacéo na vesicula urinaria.

Inicialmente, foi prescrito firocoxibe (Previcox®, 5mg/kg/SID/continuadamente), bem
como a manutencdo da Oxitetraciclina conforme prescrito anteriormente, até completar 21
dias. Baseando-se no resultado citolégico de neoplasia epitelial foi proposto um protocolo
quimioterapico com firocoxibe (5mg/kg/SID/ continuadamente) e carboplatina (300mg/m2/1V
a cada 21 dias). A primeira aplicacdo foi realizada no sexto dia apos o atendimento inicial e
correspondeu a um volume total 31,5 mL de carboplatina por via intravenosa durante 30
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minutos, acrescidos de 30 minutos de solucdo fisiologica. A segunda aplicacdo da
carboplatina foi feita, bem como a manutencdo da administracdo oral do firocoxibe.

No quadragésimo primeiro dia foi realizado exame ultrassonografico que revelou a
vesicula urinéria repleta com contetido anecoico e sedimentos em suspensdo ao movimento de
balotamento, paredes espessadas (0,8-1,7cm) e irregulares em regido proxima de trigono,
onde h& estrutura de ecogenicidade heterogénea de limites definidos e irregulares, medindo
aproximadamente 2,02 x 2,38 cm, com vascularizacdo ao Doppler colorido (GE
HEALTHCARE, modelo Logic 3).

Durante todo o tratamento estabelecido (carboplatina e firocoxibe), o proprietario
relatou melhora clinica quanto a disdria e hematuria e ndo revelou nenhum efeito colateral
pos-quimioterapia. Entretanto, na imagem ultrassonografica nao foi observada nenhuma
alteracéo significativa. Ainda como exame complementar realizou-se uma urografia excretora
associada a tomogréafica computadorizada, visibilizando-se rins de topografia, dimensdes e
contornos  preservados, parénquima renal apresentando espessura preservada e
normoexcretantes, com auséncia de dilatacdes pielocaliciais ou calculos. Ureteres simétricos,
medindo 0,3 mm de didmetro na regido de inser¢do no trigono, sem sinais de dilatacdo por
processo obstrutivo. Discreta diminuicdo de didmetro do ureter esquerdo dorsalmente a
vesicula urinaria. A mesma estava preenchida parcialmente por meio de contraste,
evidenciando uma massa de contornos irregulares na regido de trigono com moderada
captacdo de contraste, medindo cerca de 3,6 cm (dorsoventral) x 2,9 cm (laterolateral) x 3,6
cm (craniocaudal), sendo sugestivo de neoplasia nesta regido. Apds dois meses do
atendimento inicial foi realizada cistotomia e ressec¢éo do tumor.

Realizou-se uma laparotomia mediana retro-umbilical, com incisdo vesical na sua face
ventral para visualizacdo e inspecdo da massa. Os ureteres foram avaliados por meio de
sondagem (sonda uretral n° 4) e preservados (figura 1). A massa foi removida, retirando-se as
camadas mucosa e muscular, mantendo-se a camada serosa, com perda parcial do esfincter
vesical interno. A sutura da bexiga foi realizada em dois planos invaginantes (Cushing e
Shimieden), com fio absorvivel Poliglactina 910 / n° 3-0. A cavidade abdominal foi suturada
rotineiramente com fio de nailon 2-0. Uma sonda urinaria (sonda uretral n°® 08) de espera foi
mantida no paciente.

i)

Figura 1. Leiomiossarcoma vesical em um cédo. Localizagdo da massa (seta), sondagem dos
ureteres.

O material coletado foi enviado para analise histopatoldgica, tendo como diagnostico
definitivo o leiomiossarcoma com padrao misto: células fusiformes e epitelidides, ulcerado.

No periodo pos-operatdrio foram prescritos Amoxicilina (22mg/kg/BID/VO), Meloxicam
(0,1mg/kg/SID/VO) e Dipirona (25mg/kg/TID/VO), além da limpeza dos pontos com solucao
fisiologica e solugdo de digluconato de clorexidina (Merthiolate spray® /TID/ANR).

Souza VL, Estanislau CA, Ranzani JJT, Minto BW, Kairalla LD, Carvalho CM. etal. Leiomiossarcoma vesical
em cadela - Relato de caso. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 385-390.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 388

O primeiro retorno foi realizado apods 3 dias, no qual o proprietario referiu 6timo estado
geral, normorexia, normodipsia, normoquesia e mic¢cdo com discreta quantidade de sangue.
Ao exame fisico ndo foi observada alteracdo digna de nota. No oitavo dia do pos-operatorio
observou-se 6timo estado geral e urina de coloracdo e quantidade normais. A sonda de espera
foi removida. Apds laudo histopatoldgico (leiomiossarcoma), foi sugerida nova intervencéo
cirirgica para remoc¢do adicional de margens de seguranga, bem como novo protocolo
quimioterapico. O proprietario optou por ndo realizar nenhum dos tratamentos propostos.
Apos 6 meses do tratamento cirurgico proprietéario foi contactado e referiu 6timo estado geral,
sem nenhuma queixa quanto a disuria e hematuria.

DISCUSSAO

Observa-se que os relatos de cdes com leiomiossarcoma vesical sdo raros,
diferenciando, portanto do que é descrito na literatura médica (8). Parekh et al. (8)
descreveram 192 casos de pacientes humanos apresentando neoplasia vesical, sendo 50%
diagnosticados como leiomiossarcoma.

O leiomiossarcoma é uma neoplasia comum do trato gastrintestinal, como relatado por
Kapatkin et al. (9), em um estudo com 44 animais diagnosticados com leiomiossarcoma,
sendo 13 deles no estdmago ou intestino delgado, 10 no ceco, 16 no baco e 5 no figado. A
localizacdo deste tipo tumoral em vesicula urinaria, como é o caso do presente estudo, tem
escassos relatos na literatura.

A idade média de cdes com leiomiossarcoma na vesicula urinaria é de sete anos, mas
Takada et al. (2) relataram o caso de um cdo de 3 anos idade, tratando-se de um animal jovem,
semelhante ao presente relato. Assim como observado na literatura (3), o presente caso trata-
se de animal fémea.

Os exames laboratoriais (hemograma e bioquimicos) ndo foram conclusivos, ou seja,
especificos, de acordo com os dados reportados por Morris e Dobson (6), e Chun e Garret
(10).

O exame microbioldgico negativo auxiliou na exclusdo do diagnéstico de hematlria
relacionada a cistite bacteriana. A citologia também contribuiu para o diagnostico de
neoplasia vesical, apesar da divergéncia no diagnéstico do tipo tumoral diferente do exame
histopatol6gico, sendo este definitivo e fundamental para o diagndstico.

O exame ultrassonogréafico e a tomografia computadorizada foram importantes para a
delimitacdo da massa e verificacdo da auséncia de acometimento dos ureteres e envolvimento
da uretra proximal, similar ao descrito por Frost et al. (11), os quais concluiram que a
ultrassonografia é a primeira técnica de diagndstico por imagem indicada para pacientes que
apresentem hematuria e disdria, além de importante método de avaliacdo de animais com
suspeita de neoplasia. A técnica de Doppler colorido demonstrou a hipervascularizacéo, que
detecta a neoangiogénese tumoral e auxilia na confirmacdo de tumores vesicais,
principalmente na diferenciacdo dos coagulos aderidos na parede da bexiga (11).

O protocolo quimioterapico (carboplatina e firocoxibe) foi adotado considerando-se o
laudo citoldgico de neoplasia epitelial. A carboplatina foi escolhida ao invés da cisplatina, por
apresentar menos efeitos colaterais como a nefrotoxicidade, nauseas, vomitos, ototoxicidade,
alopecia, reagdes semelhantes a anafilaxia e neurotoxicidade (12). O firocoxibe, por ser capaz
de inibir de forma seletiva a enzima cicloxigenase 2, promovendo maximo controle da
inflamacdo e possui menor potencial ulcerogénico e nefrotoxico em relacdo aos anti-
inflamatorios ndo seletivos (13). A associacdo de anti-inflamatérios com agentes
antineoplasicos pode ser para muitos tumores, a op¢éo terapéutica com melhores resultados.

Durante o tratamento quimioterapico foi observada uma discreta leucopenia com
neutropenia, reagao possivel considerando-se que a carboplatina pode causar mielossupressao,
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sendo os neutrofilos e as plaquetas as linhagens mais comumente afetadas, com Nadir (efeito
deteriorante maximo) ocorrendo 11 a 14 dias ap6s a administracdo (12).

Assim como citado na literatura a ressec¢do cirurgia da massa € a opc¢do terapéutica
mais indicada para casos de neoplasia vesical, sendo a cistectomia parcial ou total indicada
em alguns tipos tumorais, uma vez que pode ser necessaria a retirada de tecidos mais
profundos (1,3). Uma nova intervencdo cirargica radical associada a quimioterapia
promoveria melhor prognostico para o animal, e apesar da ndo aceitacdo pelo proprietario
desta nova proposta terapéutica, observou-se uma melhora da qualidade de vida do paciente
apos a retirada da massa.

CONCLUSAO

O leiomiossarcoma é uma neoplasia incomum na vesicula urinaria de caes,
especialmente considerando cées adultos jovens. A urografia excretora foi importante para
avaliacdo do acometimento dos ureteres e esfincter vesical interno, e quando associada a
tomografia computadorizada, a andlise foi mais precisa. A ressec¢do cirlrgica permitiu
avaliacdo completa da massa e o exame histopatoldgico contribuiu significativamente para o
diagndstico definitivo e determinacdo do progndéstico. A cistectomia parcial é o tratamento
cirurgico indicado e necessario uma vez que € preciso retirar toda camada muscular
acometida.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the sensory quality of meat from crossbred calves slaughtered at
60 days old. We used 16 crossbred calves (Holstein x Zebu), distributed in a completely
randomized design with four treatments and four replications: LI - Whole milk, LS - 50%
whole milk + 50% cheese whey; LSO - LS added one whole egg ; LSOB - LSO added biotin.
After slaughter at 60 days, samples of the Longissimus dorsi muscle were collected to
perform the sensory analysis as the global acceptance, color acceptance and intensity of
flavor, tenderness and succulence. Data were submitted to ANOVA and Tukey's test. The
samples received scores averaging around 6.0, corresponding to "liked little" in hedonic scale,
in relation to global acceptance and acceptance of color, no significant influence of liquid
diets (P>0.05). The same occurred with respect to the quality attributes of beef, which was
considered average intensity of flavor, very tender and slightly succulent. It was concluded
that the diet offered to the animals did not influence the acceptability and quality of veal meat.

Keywords: color, flavor, global acceptance, succulence, tenderness.

ATRIBUTOS SENSORIAIS DA CARNE DE VITELO RECEBENDO DIFERENTES
DIETAS LIQUIDAS

RESUMO

Obijetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade sensorial da carne de bezerros leiteiros
mesticos abatidos aos 60 dias. Foram utilizados 16 bezerros mesticos (holandés x zebu),
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e quatro
repeticdes: LI - Leite integral; LS - 50% Leite integral + 50% de Soro de queijo fresco; LSO -
LS adicionado de um ovo integral; LSOB - LSO adicionado de biotina. Apds o abate aos 60
dias, foram coletadas amostras do musculo Longissimus dorsi para a realizacdo da anélise
sensorial quanto a aceitacdo global, aceitacdo da cor e intensidade dos atributos sabor, maciez
e suculéncia. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e teste de Tukey. As amostras
receberam escores com médias em torno de 6,0, correspondente a “gostei pouco” da escala
hedbnica, em relacdo a aceitacdo global e aceitacdo da cor, sem influéncia significativa da
distas liquidas (P>0,05). O mesmo ocorreu com relagdo aos atributos de qualidade da carne,
que foi considerada com sabor de média intensidade, bem macia e pouco suculenta. As dietas
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testadas néo influenciaram as caracteristicas sensoriais da carne de bezerros mesticos abatidos
aos 60 dias de idade.

Palavras-chave: aceitagéo global, cor, maciez, sabor, suculéncia.

ATRIBUTOS SENSORIALES DE CARNE DE TERNERA RECIBIENDO
DIFERENTES DIETAS LIQUIDAS

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad de la carne sensorial de terneros mestizos
sacrificadas a los 60 dias. Utilizamos 16 terneros mestizos (Holstein x Cebu), distribuidos en
un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones: LI - leche; LS
- 50% suero de queso + 50% leche; LSO - LS afiade un huevo; LSOB - LSO afiadié biotina.
Después del masacre a los 60 dias, se colectaron muestras de musculo Longissimus dorsi para
llevar a cabo el anlisis sensorial como la aceptacion global, la aceptacion del color y la
intensidad de los atributos de sabor, tierneza y jugosidad. Los datos fueron sometidos a la
prueba de ANOVA y Tukey. Las muestras recibieron calificaciones promedio de alrededor de
6,0, lo que corresponde a "como poco™ la escala heddnica, en la aceptacion general y la
aceptacion de color, ninguna influencia significativa de distas netos (P> 0,05). Lo mismo
ocurrié con respecto a los atributos de calidad de la carne, que fue considerada mediana
intensidad de sabor, muy tierna y ligeramente suculenta. Las dietas probadas no afectaron las
caracteristicas sensoriales de la carne de terneros cruzados sacrificados a los 60 dias de edad.

Palabras clave: aceptacion global, color, jugosidad, sabor, ternura.
INTRODUCTION

In countries with developed dairy farming, such as in Europe and North America, the
use of calves from dairy herd for beef production is a reality, which represents a significant
portion of the meat consumed by the population. In the last 30 to 40 years, the abundance of
male calves from dairy herds in these countries has encouraged dairy farmers to produce veal
meat (1). The calf can be characterized according to the feeding system, that is, exclusively
from milk and milk substitute to slaughter, for the production of white meat or milk feeding
and thereafter the concentrate and hay, containing minimum amounts of iron in the diet, for
the production of pink meat calf (2).Veal meat presents a good choice, as it meets the
requirement of quality and healthy products, beyond the new standards of creation within the
standards of animal welfare (3). Veal meat is practically free from fat cover, and is soft, with
moderate marbling (4), which classifies it as a meat "light", noble and healthy (5). However,
there is little research with the aim of demonstrating this potential, in particular that related to
meat quality.

Meat quality is a combination of elements, such as flavor, succulence, texture, softness
and appearance, which contribute to the assessment of the product by the consumer, whose
satisfaction depends on the psychological and sensory responses related to each individual (6).
Sensory analysis is a powerful tool to evaluate attributes that cannot be measured objectively
with instrumental analyzes, such as acceptance and flavor, and aspects related to texture, such
as softness and succulence, in which human perception is more complete. Several techniques
can be used for sensory analysis, including those that measure the acceptance by the
consumer, or others that are only descriptive in nature (7).

Although much of the Brazilian herd consists of crossbred animals, with a potential for
the production of calves, few are utilized for this purpose in order to reduce spending.
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According to Lima et al. (8) one of the ways to reduce the cost of the feeding system on milk
production is monitoring the age at weaning and reducing the amount of milk supplied, or by
partial or total substitution of whole milk by a milk substitute (milk replacer), which is
generally a byproduct of the dairy industry.

Few studies have reported aspects of the quality characteristics of veal meat. Thus, the
present study aimed to evaluate the sensory quality of meat from crossbred calves slaughtered
at 60 days old.

MATERIAL AND METHODS

For the purpose of this study, 16 crossbred calves (Holstein x Zebu) from the dairy
herds in the region were selected. The selected calves belonged to the zebu breed, which
originated from crosses of breeds such as Guzerat, Red Sindhi and Gir, whose composition is
unknown. The animals were distributed in a completely randomized design with four
treatments (diets) and four repetitions: LI: Whole milk (control); LS: 50% whole milk + 50%
whey cheese; LSO: LS added one whole egg; LSOB: LSO added the biotin (0.5
mg/animal/day).

At 60 days of age, the calves were slaughtered, and the Longissimus dorsi muscle was
collected, and subsequently, this material was frozen for about 45 days until the analyzes were
performed. The sensory tests were performed in the Sensory Analysis Laboratory of Embrapa
Tropical, in Fortaleza - CE - Brasil, in individual booths, under conditions of controlled
temperature and lighting, according to the methodology proposed by Nassu (9).

The samples were then carefully removed from the Longissimus dorsi muscle in the
direction parallel to the orientation of the muscle fibers, using a circular cutter of 1.27 cm
diameter. Each sample measured approximately 1.0 x 1.0 x 2.5 cm. The samples were
subjected to a heat treatment in an electric furnace at a temperature of 180 ° C, 71 ° C up to
the geometrical center, controlled by a thermometer (Delta ohm, model HD9218). The
samples, after removal from the oven, were kept in a heater at a temperature of 50 ° C until
assessment. Each judge received a sample of each diet, a total of four samples on paper plates,
coded with three digit random numbers. Further, each judge was also served water and a slice
of bread, which was used as a neutralizer between the samples for cleaning the taste buds. The
order of presentation of samples was balanced to avoid changes in the results (10). The team
of judges, which consisted of 48 individuals, was recruited for the present study on the basis
of their liking and eating habits of beef.

The overall acceptance and acceptance of color of the samples were evaluated using the
hedonic scale of nine points (11), ranging from like extremely to dislike extremely. Further,
the intensity of flavor, softness and succulence were also included in the same evaluation
form (12) using structured linear scales of 7 (seven) points. Herein, the amateur judges
marked scores for these quality parameters of beef, which were converted into numerical
values for the purpose of statistical analysis.

Data were submitted for analysis by ANOVA and the Tukey's test to compare the
means, using the procedures available in the statistical package SAS, and presented in the
form of histograms.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 presents the mean values converted from the hedonic structured scale assigned
by the judges to the samples of meat from crossbred calves slaughtered at 60 days old. It is
observed that all samples received scores averaging around 6.0, corresponding to "liked little"
on the hedonic scale, in relation to global acceptance and color.
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Table 1. Average values converted from the hedonic scale given by the panelists for the
sensory attributes of veal calves.

. Liquid diets
Variable Li LS LSO LSOB SE
Global Acceptance 6.2a 5.8a 6.0a 6.8a +0.12
Color Acceptance 5.9a 5.8a 5.7a 5.7a +0.12

Means followed by different letters in the same line differ (P < 0.05) by the Tukey test; SE: Standard error; LI:
Whole milk; LS: 50% whole milk + 50% whey cheese; LSO: LS added one whole egg; LSOB: LSO added
biotin.

The above response of the judges may be justified by the likely comparison of veal with
meat of adult bovine animals fit for slaughter (about 450 to 500kg), as the consumption of
veal is not part of the eating habits of Brazilians. It is worth noting, with regards to the color,
that the slaughter of calves at 60 days of age resulted in a light-colored meat (classified in
Europe as white veal meat), not showing the characteristic color of beef obtained from adult
animals generally consumed by the population.

Although no statistically significant difference was detected between the mean values
converted from the hedonic scale (Table 1), minor differences in the distribution of
frequencies in each category of the scale hedonic were observed by analyzing the histograms
(Figures 1 and 2). Figure 2 depicts that about 70% of the judges have given values 6 and 7 to
all the samples of veal meat, which corresponded to "like little" and "like". However, if an
imaginary line is drawn on the bars for each sample, it can be observed that the frequency
distribution of responses for the sample LSOB (added dietary biotin) differs slightly from
others, being shifted to the lower region of acceptability of the scale.

45 -
40 -
35 A
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5_

=y
=Y

=Diet LI

a Diet LS

< Diet LSO
i Diet LSOB

AN AN

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figure 1. Histograms of the frequency of hedonic values assigned to the overall acceptance of samples
from different treatments (LI, LS, LSO and LSOB) of meat from calves slaughtered at 60 days of age
(1 = dislike extremely and 9 = like extremely).

In a similar manner, it can be observed in Figure 2 that the samples of meat from calves
fed on diets LI and LSO had frequency distributions more displaced to the region of greater
acceptance of the scale, indicating that these samples were more acceptable in relation to
color.
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Figure 2. Histograms of the frequency of hedonic values assigned to the acceptance of color samples
of different treatments (LI, LS, LSO and LSOB) of meat from calves slaughtered at 60 days of age (1
= dislike extremely and 9 = like extremely).

Table 2 presents the average values of the responses to the intensity of the flavor of
meat, succulence and softness. It can be observed that there were no significant differences
(P> 0.05) between the diets for any of the attributes of meat quality. According to these
averages, the calf meat of all the treatments were considered of medium intensity on a scale of
the meat flavor (near the middle of the scale, neither weak nor strong), very soft and a bit
succulent.

Table 2. Averages assigned by the judges for flavor, softness and succulence of meat from
calves slaughtered at 60 days.

Liquid Diets

Variable LI LS LSO LSOB SE
Flavor 3.6a 3.3a 3.5a 3.4a 0.14
Softness 5.4a 5.2a 5.2a 4.9a 0.13
Succulence 3.7a 3.3a 3.5a 3.6a 0.14

Means followed by different letters in the same line differ (P < 0.05) by the Tukey test; SE: Standard error; LI:
Whole milk; LS: 50% whole milk + 50% whey cheese; LSO: LS added one whole egg; LSOB: LSO added
biotin.

The frequency distribution of responses on a scale of intensity of flavor of the meat is
shown in Figure 3. It can be seen that there was a segmentation of the sensory panel, as about
50% of the consumers responded in the categories on the "weak" in scale (categories 1-3) and
an average of 18% replied in the middle of the scale (category 4), corresponding to "neither
weak nor strong” and another 25 to 36% found the taste of meat to be a bit too strong
(categories 5-7).
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Figure 3. Histograms of the frequency of values attributed to the intensity of the flavor of the meat
samples of different treatments (LI, LS, LSO and LSOB) of meat from calves slaughtered at 60 days
of age (1 = very low, 7 = very strong).

It can be noted that in Brazil there is no significant consumption of white meat calves,
slaughtered as in the present study, owing to little or no market demand, possibly due to
cultural issues. Thus, only a few studies related to the characteristics of the meat calves have
been conducted, there by making it difficult to establish a standard for such product.
However, since then, a vast field of research has been opened up.

There was no statistically significant difference between the averages, with regards to
the softness. However, minor differences were observed between treatments in the frequency
distribution of responses on the scale of intensity (Figure 4). The meat sample LI diet showed
77% of responses in categories 5-7, corresponding to the positive reaction of softness of the
sample, against 67% of there maining samples. In addition, the diet LSOB showed only 23%
of responses in category 7 (“very soft"), while samples from the other diets showed 33 to 37%
of responses in this category.
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Figure 4. Histograms of the frequency of values attributed to the intensity of the softness of the meat

samples from different treatments (LI, LS, LSO and LSOB) of calves slaughtered at 60 days of age (1
= not soft, 7 = very soft).

Arboitte et al. (13) studied the physical carcass composition, meat quality and
cholesterol content in the Longissimus dorsi muscle of steers 5/8 Nellore - 3/8 Charolais
steers feed lot that were finished and slaughtered at different maturity stages. The results
established that certain softness of the meat shear force obtained by the method of Warner-
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Bratzler, was not influenced by the slaughter age (mean of 3.78 kgf), which was similar to
that seen in the tenderness evaluated by the judges, being ranked among above average (6
points) and very soft (8 dots) on the same scale used in this study. The highest score in terms
of softness was obtained for the meat of animals slaughtered at 425 kg, 7.17 points, which
was considered as soft meat.

Lawrie (14) demonstrated that under the same conditions of cooking the meat of young
cattle was more tender than the meat of adult animals. The reason for the tenderness was that
the collagenin the young beef of animals solubilizes quickly, forming a gel on cooling, while
the collagen of adult animals becomes sparingly soluble and hardens the meat.

In the present study, the softness revealed in the meat was expected as it was obtained
from animals slaughtered at 60 days. Therefore, the individuals were still in the growth stage
and were physiologically immature. In addition, the animals were raised in confinement, in
individual shelters, which limited the movements, thereby reducing the physical activity and
resulting in greater rigidity to the muscles.

Figure 5 shows the results for the succulence. The histogram confirms the results
presented in Table 2, where it was observed that the meat samples of all the treatments
showed little succulence. There is a higher percentage of responses on a point scale ("no
juicy™). However, the sample of the diet LI had frequency distributions more displaced to the
region of higher succulence of the scale, indicating that this sample had slightly more
succulence in comparison to others.
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Figure 5. Histograms of the frequency of values assigned to the intensity of succulence of the meat
samples of different treatments (LI, LS, LSO and LSOB) of calves slaughtered at 60 days of age (1 =
not succulent, 7 = very succulent).

Pacheco et al. (15) evaluated the characteristic of succulence and established that the
meat of steers slaughtered at 15 months and ranked among "succulent™ and "very succulent”
(7.34 points) was significantly higher in comparison to the flesh of young animals slaughtered
at 22 months and ranked among "slightly above average™ and "succulent” (6.83 points). The
main causes of succulence are the water and fat released during chewing, which have a
stimulating effect on the salivation.

During the growth phase of the animal, the fat tissue, which has delayed development
but is deposited at all ages owing to the intake of nutrients, in particular energy, exceeds the
requirement for maintenance and growth (16).

The fat marbling is the last to be deposited in the muscle and is affected by the dietary
energy level as well as the weight of the animal. In general, the sensory characteristics of the
meat were found to be correlated positively among themselves, there by indicating that the
meat was also considered soft, succulent and palatable, as reported by Arboitte et al. (13).
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Owing to the age of slaughter adopted in the present study as 60 days old, the carcasses
had obtained virtually no fat, marbling or subcutaneous, as the animals had not completed
their growth, there by resulting in poorly developed muscle bundles. Thus, the responses of
the panelists were mostly (65% in LI, 71% in LS, 60% and 61% in the LSO LSOB) less than
four grades in the intensity scale for succulence, corresponding to "neither dry nor succulent".

CONCLUSIONS

The meat of the crossbred calves slaughtered at 60 days olds showed good acceptability
in relation to its color and global aspects, and is considered by consumers as being a product
of average meat flavor, soft but somewhat succulent.

It was concluded that the diet offered to the animals did not influence the acceptability
and quality of veal meat.

ETHICS COMMITTEE AND BIOSAFETY
Protocol n. 147/2009 — CEUA/UNESP.
REFERENCES

1. Santos JPV, Ferreira CLLF. Alternativas para o aproveitamento de soro de queijo nos
pequenos e médios laticinios. Rev Inst Lact Candido Torres. 2001;56(321):44-50.

2. Lucci CS. Bovinos leiteiros jovens. Sdo Paulo: Nobel; 1989.

3. Toledo R. Vitelo tropical: bom para o produtor e consumidor [Internet]. Curitiba; 2002
[cited 2014 Jan 16]. Available from:
http://www.pr.gov.br/iapar/download/ni10_01_vitelo%20tropical.doc.

4. Roma Junior LC, Savastano Junior H, Martello LS, Leme PR, Pinheiro MG. Producéo de
vitelos a partir de bezerros leiteiros mesticos e da raca Holandesa. Rev Bras Zootec.
2008;37(6):1088-93.

5. Caldas F. Vitelo: op¢do de ganho na exploracéo leiteira. Balde Branco. 2003;38(461):36-
40.

6. Tonetto CJ, Pires CC, Miller L, Rocha MG, Silva JHS, Frescura RBM, et al. Rendimentos
de cortes da carcaca, caracteristicas da carne e componentes do peso vivo em cordeiros
terminados em trés sistemas de alimentacdo. Rev Bras Zootec. 2004;33(1):234-41.

7. Nassu RT, Bernardi MRV, Borba H, Tullio RR, Cruz GM. Metodologia cientifica:
protocolo para avaliagdo sensorial de carne bovina. Sdo Carlos: Embrapa Pecuaria Sudeste;
2009. (Comunicado Técnico / Embrapa Pecuéria Sudeste; 92).

8. Lima PO, Moura AA, Facanha DAE, Guilhermino MM. Desempenho e indicadores de
estresse térmico em bezerras alimentadas com sucedaneo lacteo com ou sem probidtico no
Semiérido Brasileiro. Arch Latinoam Prod Anim. 2006;14(2):49-55.

9. Nassu RT. Andlise sensorial de carne: conceitos e recomendagdes. Sdo Carlos: Embrapa
Pecuaria Sudeste; 2007. (Comunicado Técnico / Embrapa Pecuaria Sudeste; 79).

Lima PO, Araujo LLS, Lima RN, Assis LCSLC, Monte ALS, Lopes KTL. et al. Sensory attributes of veal meat
receiving different liquid diets. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 391-399.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 399

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Macfie HJ, Bratchell N, Greenhoff K, Vallis LV. Designs to balance the effect of order of
presenttion and first-order carry-over effects in hall tests. J Sens Stud. 1989;4(2):129-48.

Peryam DR, Pilgrim FJ. Hedonic scale method of measuring food preferences. Food
Tecnho. 1957;11(9):9-14.

Meilgaard MR, Civille GV, Carr BT. Sensory evaluation techniques. Boca raton: CRC
Press; 1987.

Arboitte MZ, Restle J, Alves Filho DC, Brondani IL, Pacheco OS, Menezes LFG, et al.
Composic¢éo fisica da carcaca, qualidade da carne e contetdo de colesterol no musculo
Longissimus dorsi de novilhos 5/8 Nelore - 3/8 Charolés terminados em confinamento e
abatidos em diferentes estadios de maturidade. Rev Bras Zootec. 2004;33(4):959-68.

Lawrie RA. Ciéncia da Carne. 6a ed. Porto Alegre: Artmed; 2005.
Pacheco PS, Restle J, Silva JHS, Brondani IL, Pascoal LL, Alves Filho DC, et al.
Composicéo fisica da carcaca e qualidade da carne de novilhos jovens e superjovens de

diferentes grupos genéticos. Rev Bras Zootec. 2005;34(5):1691-703.

Boggs DL, Merkel RA. Live animal: carcass evaluation and selection manual. lowa:
Michigan State University; 1981.

Recebido em: 02/08/2015
Aceito em: 01/06/2016

Lima PO, Araujo LLS, Lima RN, Assis LCSLC, Monte ALS, Lopes KTL. et al. Sensory attributes of veal meat
receiving different liquid diets. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 391-399.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 400

SOROPREVALENCIA E PESQUISA DE OOCISTOS DE Toxoplasma gondii EM
FELIDEOS SELVAGENS PROCEDENTES DO ESTADO DO PARA, BRASIL

Carolina Costa Silva®

André Marcelo Conceigio Meneses!
Carla Cristina Guimaraes de Moraes*
Ediclei Lima do Carmo?

Hélio Langoni®

Rodrigo Costa da Silva®

Helena Muta Hotta Pancieri*

Bruno Rocha Martins®

Nazaré Fonseca de Souza*

RESUMO

A toxoplasmose, uma das zoonoses mais difundidas no mundo, causada pelo protozoario
intracelular Toxoplasma gondii, é capaz de infectar inimeras espécies animais, dentre as quais
os felideos, que sdo os hospedeiros definitivos. O objetivo deste estudo foi determinar a
soropositividade da toxoplasmose em felideos silvestres mantidos em cativeiro em Capitdo
Poco e Belém, Pard. Foram pesquisadas 21 amostras de soro de quatro espécies de felideos
selvagens: Herpailurus yaguarondi (2) (gato-mourisco), Leopardus pardalis (7) (jaguatirica),
L. wiedii (1) (gato-maracaja) e Panthera onca (11) (onga-pintada e preta) pelos métodos
soroldgicos de hemaglutinacdo indireta (HAI) e aglutinacdo direta modificada (MAT). Além
da sorologia, foram realizados também exames coproparasitolégicos para a pesquisa de
oocistos. Das amostras analisadas, 18 (85,7%) foram positivas, sendo 12 amostras (57,1%)
soropositivas pela técnica HAI e 14 amostras (66,7%) pela MAT. A concordancia entre as
duas técnicas foi nula. No género Herpailurus um dos animais foi negativo para a HAI e
positivos para a técnica MAT e o outro positivo para HAI e negativo para MAT. Para o
género Leopardus, 50% (4 de 8) de positivos na HAI e 75% (6/8) na MAT e Panthera,
63,64% (7 de 11) nas duas técnicas. A titulacdo mais alta foi verificada em um gato-maracaja
(1024), na MAT. Néo foi encontrado oocisto de T. gondii nas fezes de nenhum dos animais
estudados. Desse modo, observou-se uma alta ocorréncia de anticorpos anti-toxoplasma nos
municipios estudados e que a técnica utilizada pode interferir no diagnostico soroldgico da
doenca.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, felideos, sorologia, oocistos.

SEROPREVALENCE AND RESEARCH OF OOCYSTS Toxoplasma gondii IN WILD
FELINES FROM PARA STATE, BRAZIL

ABSTRACT

The toxoplasmosis, one of the most widespread zoonoses in the world, caused by intracellular
protozoan Toxoplasma gondii is able to infect many animal species, among which the felidae
are the only definitive hosts. The aim of this study was to determine the seroprevalence of
toxoplasmosis in wild felidae kept in captivity in two municipalities of the state of Para. It
were used 21 serum samples from four species of wild felidae: Herpailurus yaguarondi (2)
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(Jaguarundi), Leopardus pardalis (7) (Ocelot), L. wiedii (1) (Margay) and Panthera onca (11)
(Jaguar) who were assessed by serological methods of indirect hemagglutination (IHA) and
modified direct agglutination test (MAT). Besides serology, were also conducted
coproparasitologic tests to detect possible oocysts present in their faeces. Among the samples
analyzed, 18 (85.7%) were positive. Twelve (57.1%) animals were seropositive by the IHA
technique and 14 (66.7%) by MAT technique. The concordance between both techniques was
null. One animal of the Herpailurus was negative in IHA and positive in MAT and the other
was positive in IHA and negative in MAT, in Leopardus, 50% and 75% animals were positive
in IHA and in MAT, and in the Panthera, 63.64% in both techniques. Higher titers were
obtained from a margay (1024) by MAT. No oocysts of T. gondii were found in the feces of
any animal studied. It was found that there is a high occurrence of toxoplasmosis in the cities
studied and that the chosen technique can affect the serological diagnosis of the disease.

Keywords: Toxoplasma gondii, felidae, serology, oocysts.

SEROPREVALENCIA Y BUSQUEDA DE OOQUISTES DE Toxoplasma gondii EN
FELINOS SILVESTRES EN EL ESTADO DE PARA, BRASIL

RESUMEN

La toxoplasmosis, una de las zoonosis mas extendida en el mundo, causada por Toxoplasma
gondii, protozoario intracelular que es capaz de infectar a muchas especies animales, entre los
felinos, que son los Unicos hospedadores definitivos. El objetivo de este estudio fue
determinar la seroprevalencia de la toxoplasmosis en felinos silvestres en cautividad en dos
municipios del estado de Pard. Se utilizaron 21 muestras de suero de cuatro especies de
felinos silvestres: Herpailurus yaguarondi (Yaguarundi), Leopardus pardalis (Ocelote), L.
wiedii (Tigrillo) y Panthera onca (Yaguar) que fueron evaluados por métodos seroldgicos de
hemaglutinacion indirecta (HAI) y modificado prueba de aglutinacion directa (MAT).
Ademas de las pruebas seroldgicas, también se realizaron pruebas coproparasitologicas para
detectar posibles ooquistes presentes en las heces. De las muestras analizadas, 18 (85,7%)
fueron positivas. Doce (57,1%) fueron los animales seropositivos por la técnica de HAl y 14
(66,7%) por técnica de MAT. La concordancia entre las dos técnicas fue nula. En el género
Herpailurus, uno de los animales fue negativo a técnica de HAI y positivo para MAT v el
otro, positivo para HAI y negativo para MAT. En Leopardus, 50% fueran positivos en HAI y
75% en MAT, y el Panthera, 63,64% positivos en las dos técnicas. La valoracién fue el mas
alto registrado en un tigrillo (1024), en MAT. No se encontraron ooquistes de T. gondii en las
heces de cualquier animal estudiado. Se encontrd que existe una alta prevalencia de la
toxoplasmosis en las ciudades estudiadas y que la técnica utilizada puede interferir con el
diagnostico serologico de la enfermedad.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, felinos, serologia, ooquistes.
INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma das parasitoses mais comuns no mundo causada pelo
Toxoplasma gondii, um parasito coccidio intracelular obrigatério com distribuicdo mundial,
caracterizado por Nicolle e Manceaux em 1909, pertencente ao filo Apicomplexa e familia
Sarcocystidea (1).

O gato domeéstico e outros felideos sdo os hospedeiros definitivos e muitas espécies de
vertebrados, inclusive o homem, podem servir como hospedeiros intermediarios. A infecgdo
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nos hospedeiros definitivos ou intermediarios é bastante comum, no entanto, as manifestagdes
clinicas evidenciadas, em geral sdo raras (2).

Inquéritos soroepidemioldgicos realizados em diferentes continentes demonstraram que
a toxoplasmose é uma infeccdo de ocorréncia mundial, com prevaléncia bastante variada de
acordo com cada regido investigada. E considerada uma das zoonoses mais difundidas no
planeta, com importancia médica e veterinaria (3).

Considera-se que as trés principais formas de transmissdo do T. gondii ocorrem pela
ingestdo de oocistos esporulados (eliminados pelos felideos, que contaminam o solo, 0s
alimentos e a agua), pelo consumo de carnes e/ou visceras cruas ou mal cozidas contendo
cistos teciduais e pela via transplacentéria (4).

Os felideos sdo o ponto-chave da epidemiologia da toxoplasmose, sendo os Unicos
hospedeiros da forma sexuada do parasita e, por eliminarem oocistos nas fezes, sdo a Unica
fonte de infeccdo dos animais herbivoros (5) e, consequentemente, os responsaveis pela
perpetuacdo da doenca no meio ambiente e na cadeia alimentar (6).

Apesar dessa importancia, pouco se sabe sobre o papel dos felideos selvagens na
epidemiologia natural da infeccdo do T. gondii e a importancia deste como causa de
morbidade e mortalidade nos felideos selvagens (7).

Para o diagnostico animal, os métodos mais utilizados sdo a aglutinacdo direta
modificada (MAT), hemaglutinacdo indireta (HAI), reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) (8).

O status da toxoplasmose em felideos selvagens, particularmente neotropicais, € pouco
definido no Brasil e o papel de alguns desses animais no ciclo do T. gondii ainda ndo esta
totalmente esclarecido (9). Na regido Amazonica, em especial no estado do Para, as
informacdes sobre a ocorréncia de toxoplasmose em felideos silvestres sdo bastante limitadas,
assim, o referido estudo foi proposto com o objetivo de determinar a soropositividade para
esta infeccdo em um grupo de felideos silvestres mantidos em cativeiro em dois municipios
paraenses.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em 2007 e 2008 no Parque Zoobotanico Dr. Adhemar
Monteiro — Gavido Real, localizado no municipio de Capitdo Poco-PA (-1° 44' 43.79", -47° 3'
57.10") e no 2° Batalhdo de Infantaria de Selva — Batalhdo Pedro Teixeira (2° BIS) (-1° 24"
56.08", -48° 26' 45.64"), respectivamente; com autorizacdo do IBAMA (Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis), sob o registro n.1990474.

Foram utilizados 21 felideos selvagens nativos da fauna amazOnica de espécie, sexo e
idade variados. Desses, 19 animais habitavam o Parque Zoobotanico e dois, 0 2° BIS.

Os animais foram contidos quimicamente com associa¢do de cloridrato de quetamina
(10mg/Kg — Cetamin®, Cotia, Brasil) e cloridrato de xilazina (Img/Kg — Rompum®, Sio
Paulo, Brasil), e, injetados diretamente, utilizando-se dardos langados com auxilio de
zarabatana.

As amostras de sangue foram coletadas, das veias jugulares, cefélicas ou femorais,
conforme a conveniéncia. Apos a obtengdo dos soros, 0s mesmos foram acondicionados em
tubos de polietileno (Eppendorf, Séo Paulo, Brasil), trés aliquotas, armazenados sob
refrigeracdo e transportados até o Laboratdrio de Patologia Clinica da Universidade Federal
Rural da Amazénia (UFRA).

As amostras de fezes foram coletadas nos recintos, no momento em que 0S animais
estavam anestesiados.

O teste de hemaglutinagéo indireta (HAI) foi realizado segundo as especificagdes do
fabricante do Kit Bio-Toxo®, no Laboratdrio de Toxoplasmose (Bioshop, Goiania, Brasil), da
Secéo de Parasitologia (SAPAR) do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, PA. O resultado
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foi considerado positivo quando havia formacéo de pelicula (véu) cobrindo todo o orificio do
poco e, negativo, com formacao de botdo compacto de hemécias no fundo da cavidade.

A técnica de aglutinacdo direta modificada (MAT) foi realizada no laboratério do
Nucleo de Pesquisa em Zoonoses - NUPEZO, Departamento de Higiene Veterinaria e Salde
Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu, SP, conforme descrito por
Desmonts e Remington (10). A amostra foi considerada negativa quando se observou a
formacdo de um deposito da suspensdo de parasitas, no fundo do pogo em forma de botéo
bem definido; e, considerada positiva, quando se formou um tapete completo de organismos
aglutinados.

O exame coproparasitologico foi possivel em 18 dos 21 animais, e utilizaram-se trés
métodos: Willis ou flutuacdo esponténea (11); sedimentacdo espontanea (12); e, direto. A
amostra seria considerada positiva caso fosse visualizado o parasito em qualquer uma das
técnicas acima citadas.

Para a andlise estatistica foi utilizado o teste exato de Fisher para confrontar os
diferentes géneros com as duas técnicas soroldgicas (HAI e MAT) e os testes de McNemar e
indice Kappa para confrontar os resultados das técnicas soroldgicas entre si (13) Todas as
andlises foram realizadas com o nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Dos 21 animais avaliados, oito eram do género Leopardus, sendo 62,5% (5/8) machos e
37,5% (3/8) fémeas; dois, do género Herpailurus, sendo 50% (1/2) macho e 50% (1/2) fémea;
e, 11 do género Panthera, 36,4% (4/11) machos e 63,6% (7/11) fémeas (Tabela 1).
Obtiveram-se 12 (57,1%) amostras soropositivas pela técnica HAI, 14 (42,9%) pela técnica
MAT e 8 (38,1%) em ambas as técnicas.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais avaliados de acordo com a varidvel sexo, pertencentes ao
Parque Zoobotanico Dr. Adhemar Monteiro — Gavido Real, Capitdo Poco e ao 2° Batalhdo de
Infantaria de Selva (BIS), Belém, PA, 2008.

. Machos Fémeas Total
Géneros
Ne° % Ne° % Ne° %
Herpailurus 1 50,00 1 50,00 2 9,52
Leopardus 5 62,50 3 37,50 8 38,10
Panthera 4 36,36 7 63,64 11 52,38
Total 10 47,62 10 52,38 21 100,00

Os resultados segundo 0s géneros estudados e os testes soroldgicos, estdo expressos nas
tabelas 2, 3 e 4. Vale ressaltar a retirada da amostra do género Herpailurus nas Tabelas 2 e 3
devido a pouca representatividade. Com isso, 0s géneros, em ambos os testes, tiveram P >
0,05, ou seja, ndo apresentaram diferenca estatistica significante pelo teste exato de Fisher. O
género Herpailurus apresentou 50% (um animal) de soropositividade pela HAI e 50% (um
animal), pela MAT.
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Tabela 2. Resultado da analise soroldgica dos animais pertencentes ao Parque Zoobotéanico
Dr. Adhemar Monteiro — Gavido Real, Capitdo Poco e ao 2° Batalh&o de Infantaria de Selva
(BI1S), pela técnica Hemaglutinacdo Indireta (HAI), Belém, PA, 2008.

Soropositivo Soronegativo Total
Géneros N° % N° % N° %
Leopardus 4 21,05 4 21,05 8 42,11
Panthera 7 36,84 4 21,05 11 57,89
Total 11 57,89 8 42,11 19 100,00

Teste de Fisher - P=0,658

Tabela 3. Distribuicdo da andlise sorologica dos animais pertencentes ao Parque Zoobotanico
Dr. Adhemar Monteiro — Gavido Real, Capitdo Poco e ao 2° Batalhdo de Infantaria de Selva
(B1S), pela técnica Aglutinacdo Direta Modificada (MAT), Belém, PA, 2008.

Soropositivo Soronegativo Total
Géneros N° % N° % N° %
Leopardus 6 31,58 2 10,53 8 42,11
Panthera 7 36,84 4 21,05 11 57,89
Total 13 68,42 6 31,58 19 100,00

Teste de Fisher - P=1,000

Tabela 4. Resultado de soropositividade dos animais pertencentes ao Parque Zoobotanico Dr.
Adhemar Monteiro — Gavido Real, Capitdo Poco e ao 2° Batalhdo de Infantaria de Selva
(BIS), pelas técnicas de Hemaglutinacdo Indireta (HAI) e Aglutinacdo Direta Modificada
(MAT), Belém, PA, 2008.

o N° de Soropositivos
Genero examinados
HAI % MAT %
Leopardus 8 4 50 6 75
Herpailurus 2 1 50 1 50
Panthera 11 7 63,64 7 63,64
Total 21 12 57,14 14 66,67

Teste de Fisher: HAI x Géneros, P = 0,32 / MAT x Géneros, P = 1,00.

Obteve-se 19,5% (4/21) de amostras soropositivas somente na técnica HAI e 28,6%
(6/21), na técnica MAT. As amostras positivas em ambos 0s testes, simultaneamente, foram
38,1% (8/21) e as negativas, 14,3% (3/21). Das 21 amostras analisadas, apenas 11 (52,4%)
apresentaram resultados coincidentes (Tabela 5). O coeficiente Kappa calculado para os dois
testes foi de 0,00 e o valor P do teste de McNemar foi de 0,20, indicando auséncia de
concordancia entre os dois testes, isto €, muitos animais foram positivos para um teste e
negativos para outro, ndo estando estatisticamente associados as positividades para 0s dois
testes.
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Tabela 5. Tabulacdo cruzada entre os dois testes (Hemaglutinagdo indireta — HAI e
Aglutinacéo direta modificada — MAT).

HAI+ HAI- Total
MAT+ 8 6 14
MAT- 4 3 7
Total 12 9 21

+:positivo; -: negativo
Kappa = 0,00 / McNemar P = 0,20

Um dos animais pesquisados — animal 5 (L. wiedii) — foi o que apresentou maior
titulacdo (1024, na MAT). Nenhum animal que apresentou anticorpos para T. gondii
manifestou sinal clinico da doenga. O animal que apresentou alta titulacdo estava em bom
estado de saude, a ndo ser por leve desidratacdo e escore corporal abaixo do esperado.

No exame coproparasitologico, ndo foi encontrado oocisto em nenhuma das 18
amostras analisadas.

DISCUSSAO

Com relacgdo aos valores obtidos pela técnica HAI, obteve-se soropositividade de 57,2%
(12/21), inferior a encontrada por Ferraroni e Marzochi (14), que encontraram 75% de
soropositividade em quatro animais testados, o qual, por ser um pequeno nimero de amostras
pode influenciar as diferengas observadas. Entretanto, foi observada soropositividade superior
a descrita por Costa (15), que obteve 42,9% de soropositividade em sete animais pela HAI,
sendo que destes, nenhum animal era soropositivo pela RIFI.

Quando comparamos os resultados da MAT observou-se que os 66,7% encontrados
estdo muito proximo dos 63% encontrados por Silva et al. (7), na regido norte do pais.

As amostras dos gatos-mouriscos apresentaram, em ambos 0s testes, soropositividade
de 50% (1/2), compativeis com as relatadas por Silva et al. (7), que pesquisaram 99 animais
dessa espécie pela MAT e, encontraram 45,4% soropositividade.

O género Leopardus, englobando duas espécies — gato-maracaja (L. wiedii) e jaguatirica
(L. pardalis) — demonstrou amostras com soropositividade semelhante, pela HAI (50%), a
encontrada por Costa (15), que observou 50% de soropositividade em jaguatiricas; e,
soropositividade muito superior, pela MAT (75%), em relacdo a encontrada por Silva et al.
(7), que encontraram 55,5% de soropositividade em gatos-maracaja e 57,7%, em jaguatiricas.

O género Panthera com 63,6% (7/11) de amostras soropositivas, em ambos os testes,
valor equivalente aos encontrados por Silva et al. (7), com 63,2% (134/212), pela MAT na
mesma espécie de felideo. Costa (15), que encontrou 50% (1/2), pela HAI e Thiangtum et al.
(16), que encontraram 33,3% (1/3), pela técnica de aglutinacdo em latex (LAT), apresentaram
valor inferior ao desse estudo.

Os resultados de soropositividade obtidos na HAI e na MAT néo foram estatisticamente
associados. Patton et al. (17) testaram as duas técnicas em cabras e ndo encontraram diferenca
estatistica entre os resultados, mesmo obtendo um aumento de 10% dos resultados da HAI
para MAT. O presente trabalho demonstra que ambas as técnicas podem revelar resultados
discrepantes quando comparadas entre si, porém, a MAT foi capaz de detectar um maior
namero de animais positivos (15 positivos para MAT e 11 para HAI).

O unico gato-maracaja (L. wiedii) presente nesta pesquisa foi o animal que apresentou
titulagdo mais elevada (1024, na MAT); os outros animais apresentaram titulos muito
menores (16 e 64). Silva et al. (7), utilizando 0 mesmo teste, encontraram titulacdo de no
maximo 50 para essa espécie. Segundo Silva (9), esta é uma das espécies de felideos
selvagens que ndo tém o seu papel no ciclo do T. gondii bem esclarecido, sendo necessarios
mais estudos.
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Fatores como alimentacdo a base de carne crua e de outros animais, Como pequenos
roedores, possibilitam uma titulacdo mais elevada e uma, provavel, infec¢do aguda, podendo
ser esse 0 caso do gato-maracaja pesquisado.

Como néo foi realizada sorologia pareada para analisar a variacdo dos titulos de IgG,
ndo é possivel afirmar se o animal estava em fase pds aguda ou se sdo titulos altos
persistentes.

Os outros animais apresentaram titulacdo entre 10 e 40 na HAI e 16 a 64, na MAT,
demonstrando que tiveram contato com o T. gondii em algum momento da vida.

Né&o foi encontrado oocistos em nenhum dos animais examinados, apesar de Jewell et
al. (18) relatarem o encontro de oocistos de T. gondii nas fezes de um gato-mourisco e de duas
jaguatiricas. Silva (9) afirmou que, com relacdo a onga-pintada ou preta, ainda nao foi
registrada a eliminagédo de oocistos sob condig¢des naturais ou experimentais.

Os resultados encontrados demonstram a infec¢cdo toxoplasmica nos animais estudados.
Os fatores de risco associados a infeccdo citados por Silva et al. (19), como a ingestdo de
carne crua fresca e o consumo de animais mortos por causas desconhecidas, estdo presentes
nos animais estudados.

A alimentacdo pode estar relacionada com a alta soropositividade, ja que uma das vias
de transmissdo do T. gondii é pelo consumo de carne contaminada com cistos teciduais,
segundo Martins (6). O mesmo autor afirmou que entre 0s animais de consumo, 0S suinos,
ovinos, caprinos e leporinos sdo mais comumente infectados que bovinos e equinos,
comparativamente. Os animais estudados recebem, esporadicamente, coelhos vivos como
alimentacéo.

No entanto, ndo se pode deixar de considerar a possibilidade de contaminagdo por meio
de oocistos no ambiente, j& que ndo ha como determinar quando 0s animais atualmente
portadores de infeccdo cronica da doenca se contaminaram pela primeira vez e, por
consequéncia, se ha a presenca de oocistos vidveis nos criatérios. Em ambos, ha condicdes
propicias para a sobrevivéncia de oocistos, pois ao redor dos recintos ha terra ou grama, além
de ambas serem areas sombreadas.

E comum a presenca de pequenos insetos nos criatorios, fato este que, segundo Mufioz
et al. (20) é de grande importancia na disseminacdo mecénica do T. gondii, principalmente
nos animais silvestres, que se infectam pela ingestao de insetos, que atuam como hospedeiros
de transporte de oocistos fecais presentes no ambiente.

CONCLUSAO

Nesse estudo, foi encontrada uma relevante prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii nos
felideos estudados, apesar dos animais ndo apresentarem manifestacdo clinica da doenca. N&do
foi encontrada diferenca entre os géneros com relacéo a infeccéo toxoplasmica, porém, foram
obtidos resultados discrepantes entre as duas técnicas soroldgicas, podendo-se concluir que o
método utilizado para a pesquisa pode interferir na deteccdo de anticorpos para T. gondii. As
amostras de fezes dos animais estudados ndo apresentaram oocistos de T. gondii.
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RESUMO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) € um tumor de células redondas de origem incerta,
cuja disseminacdo ocorre principalmente por contato sexual ou por transplante direto de
célula neoplésica. Com o objetivo de estabelecerem-se parametros segundo a predisposicao
sexual, racial, etaria e principalmente quanto a localizacdo extragenital de maior incidéncia
desse tumor em cées, foi realizado um estudo retrospectivo de 260 casos de ocorréncia natural
de TVT no periodo de 6 anos. Os cdes mais acometidos foram os machos, sem racga definida
(SRD) e com idade acima de 7 anos. A regido de acometimento mais frequente é a genitélia,
seguida pela regido nasal, fato esse que leva o TVT a um novo patamar na lista de
diagndsticos diferenciais quando consideramos 0s sinais clinicos de epistaxe uni e/ou
bilateral, dispneia compensatoria, secrecdo mucopurulenta a serosanguinolenta e obstrucéo
nasal.

Palavras-chave: tumor venéreo transmissivel, cdo, extragenital, nasal, epistaxe.

CANINE TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR: CASUISTIC ANALISIS OF 2008-
2014 AT THE VETERINARY HOSPITAL OF BOTUCATU

ABSTRACT

The Transmissible Venereal Tumor (TVT) is a round cell tumor with uncertain origin, which
is spread by sexual contact or by direct transplantation of neoplastic cells. In order to establish
parameters according to sexual, racial, age predisposition and mainly to the extragenital
location with the highest incidence of this tumor in dogs, a retrospective study of 260 cases of
naturally occurring TVT was performed during the period of 6 years. The most affected dogs
were male, with mixed breed and over the age of 7 years. The most frequent involvement
region is the genitalia, followed by the nasal region, a fact that leads the TVT to a new level in
differential diagnosis considering the clinical signs of uni and/or bilateral epistaxis,
compensatory dyspnea, sanguinopurulent or mucopurulent discharge and nasal obstruction.

Keywords: transmissible venereal tumor, dog, extragenital, nasal, epistaxis.

TUMOR VENEREO TRANSMISIBLE CANINO: ANALISIS DE CASOS DE 2008-
2014 EN EL HOSPITAL VETERINARIO DE BOTUCATU

RESUMEN
El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) es un tumor de células redondas de origen incierta, su

diseminacion ocurre principalmente por el contacto sexual o por el trasplante directo de
células neoplasicas. Con el objetivo de establecer parametros segun la predisposicion sexual,
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racial, etaria y la localizacion extragenital de mayor incidencia de ese tumor en perros
atendidos en el Hospital Veterinario de Botucatu, fue realizado un estudio retrospectivo con
260 casos de ocurrencia natural de TVT durante el periodo de 6 afios. Los machos, sin raza
definida (SRD) y con edad superior a 7 afios fueron los més afectados. La region mas
afectada fue la genital, seguida por la region nasal, este ultimo aspecto, lleva al TVT a un
nuevo nivel en la lista de diagnosticos diferenciales cuando consideramos los signos clinicos
de epistaxis uni Yy/o bilaterar, dispnea compensatoria, secrecion mucopurulenta a
serosanguinolenta y obstruccion nasal.

Palabras clave: tumor venéreo transmisible, perro, extragenital, nasal, epistaxis.
INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) é uma neoplasia contagiosa e sexualmente
transmissivel, que em condi¢des naturais afeta somente caninos (Canis familiaris) (1). O TVT
foi reportado pela primeira vez por Hiizzard em 1820 e descrito em 1828 por Delabere-Blaine.
No entanto, apenas no século XX, ap6s um relato feito por Sticker, é que o tumor tornou-se
consagrado, sendo, entdo, por muitos anos, designado de Tumor de Sticker.

Sticker constatou que essa neoplasia é transmissivel por células transplantaveis, com
localizacdo predominantemente venérea, afetando o pénis e a vagina de cdes, mas também
podendo ser encontrado em regides extragenitais (2), como o plano nasal (3,4,5). Isso se deve
principalmente ao fato de os hébitos sociais dos cées incluirem, dentre outros, o farejamento e
as lambeduras, além do contato direto em locais onde houve abrasao cutanea (6,7,8).

O TVT também ja foi chamado de sarcoma infeccioso, linfossarcoma infeccioso,
granuloma venéreo e condiloma canino, o que reflete a incerteza quanto a sua origem
histologica (9). Atualmente o tumor se inclui no grupo dos “Tumores de Células Redondas”,
juntamente com 0s mastocitomas, carcinomas de células basais, linfomas e histiocitomas (10),
caracterizando-se como linfocitoide ou plasmocitoide, de acordo com o tipo celular presente,
podendo ser ainda classificado como misto, quando ha presenca dos dois tipos celulares (11).

A diferenca significativa de danos no DNA entre os tipos celulares do TVT aponta para
a existéncia de linhagens celulares distintas, na qual o tipo plasmocitoide esta associado com
maior quantidade de quebras de DNA. Em vista disso, acredita-se que este tipo é mais
agressivo, ou seja, com um maior grau de malignidade, quando se compara com os de
morfologias linfocitide ou mista (12).

A doenca é frequentemente diagnosticada em cées, e acomete sobretudo o0s sexualmente
ativos (13) e sem raca definida (14). Esse fato reflete uma populacdo de cdes mesticos (15) e
com facil acesso as ruas (16), o que permite promiscuidade entre os mesmos (1,8,15).
Normalmente o tumor se apresenta como pequenas areas elevadas, com aspecto de couve-flor
ou nodular, cor de carne, fridvel, com presenca de secrecdo serosanguinolenta e possivel
infeccdo bacteriana secundaria (6,17).

A presenca do TVT foi assinalada em todos os continentes, com maior prevaléncia nas
zonas de clima tropical e subtropical e em grandes cidades (1,5,15,18), com maior incidéncia
na primavera e no verao, correspondendo a 57,9% dos casos relatados durante o ano (19).

O diagndstico e feito mais comumente pelo exame fisico onde se observa o tumor na
genitalia externa. Nos casos onde o tumor genital ndo é observado e ha suspeita em outras
regides do corpo, a citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) e/ou a impressdo sobre lamina
de microscopia (“imprint”) sdo necessarios, podendo também ser diagnosticado por exame
histopatolégico (15,20).

O tumor responde a diversas formas de tratamento, como a radioterapia, cirurgia ou
criocirurgia, sendo que a quimioterapia € aceita como a mais efetiva para o TVT (12,21). O
tratamento com o quimioterapico sulfato de vincristina é muito eficaz e o de eleicéo,
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apresentando prognostico favoravel (22), exceto para 0s que apresentam metastases (6) ou
resisténcia a quimioterapia (23).

No Brasil, a frequéncia do TVT é bastante elevada, entretanto existem poucos trabalhos
mostrando estatisticamente sua incidéncia (18). Assim, o objetivo é realizar uma analise
retrospectiva de cdes com ocorréncia natural do TVT, observando-se a raca, idade, sexo e
local de maior incidéncia, contribuindo com o encontro de informag6es para o controle dessa
neoplasia.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo descritivo retrospectivo dos casos de tumor venéreo
transmissivel (TVT) canino, registrados no Servigco de Patologia do Hospital Veterinério da
Faculdade de Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (HV-FMVZ-
UNESP), campus de Botucatu, durante o periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2014.

Foram analisados dados referentes a raca, idade, sexo e localizacdo da massa tumoral.
No que se refere a regido corpdérea acometida, considerou-se o acometimento de mdaltiplas
regides quando foram encontrados registros de les6es, comprovadamente relacionada ao TVT.
Com relacdo ao método de diagnostico, foi considerada a citologia aspirativa com agulha fina
(CAAF).

As andlises foram realizadas mediante estatistica de tipo descritiva utilizando o
programa Microsoft® Excel® 2007 para Windows.

RESULTADOS

No total foram registrados 260 casos. Neste grupo de animais, 0 exame clinico
proporcionou inicialmente a suspeita do TVT. Os principais sinais clinicos observados foram
descargas serosanguinolentas oriundas da vulva, pénis, cavidade nasal (figura 1), além da
presenca de massa em prepucio ou vulva e nodulagBes em pele, cavidade oral e cornea. Ao
exame fisico, a grande maioria das massas na genitalia era friavel e ulcerada, podendo ser
observado ou ndo presenca de areas necrosadas.

A presenca do tumor foi registrada em 24 racas distintas, das quais 0s animais sem raca
definida (SRD) foram os mais acometidos (77,3 %), seguidos pelo Poodle (3,8%), Daschound
e Pit bull (2,6%), Boxer (2,3%), Labrador (1,9%), Cocker Americano (1,5%), Pastor Aleméo,
Déalmata e Fox Paulistinha (0,76%), e em proporc¢des de 0,3% outras racas (figura 2).

A idade predominante dos animais foi acima de 7 anos, sendo que um animal tinha 26
anos. Porém, do total de animais, 52 deles ndo tiveram sua idade computada, pois 0
proprietario ndo soube informar (figura 3). Todos tinham acesso a rua ou nela viviam.
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Figura 1. Apresentacdo do TVT nasal com deformidade de face (*), secrecdo nasal purulenta e
epistaxe (—).
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Figura 2. Distribuicdo das racas acometidas pelo TVT.
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Nesse estudo constatou-se uma maior incidéncia do TVT em machos com um total de
155 (59,6%) animais em relacdo a fémeas, com 105 (40,4%) animais. A genitélia externa foi o
local de maior prevaléncia do tumor (179 casos), seguido pela apresentacdo nasal (32),
cutanea (29), cavidade oral (14), linfonodos (9), face (7), mama em cadelas (5), anus (4) e
cornea (1) (figura 4), sendo o tipo celular mais frequente o plasmocitoide (64,3%), quando
comparado com o linfocitoide (2,8%) ou misto (0,3%). Os casos que ndo tiveram seu subtipo
descrito totalizaram 32,5%.

Distribuicao percentual do TVT quanto
a sua localizacao

395 2% 1%1%0,30%

5% M pénis

31% Hvulva

10%
M nasal
H pele
11% B cavidade oral
® linfonodos

face

mama

anus

30%

Figura 4. Distribuicao percentual do TVT quanto a sua localizacéo.
DISCUSSAO

A ocorréncia do TVT principalmente em cdes ndo domiciliados é bastante frequente em
nosso meio (18), apresentando normalmente seu desenvolvimento na mucosa da genitalia
externa (15,24), embora metéstase em outros locais como regido nasal e oral, regido ocular e
cutanea também podem ser acometidas (25).

Gonzalez et al. (26), assim como Sousa et al. (27) e Silva et al. (15) relatam maior
envolvimento genital quando comparado com o cutaneo. Branddo et al. (18), em estudos
realizados com animais da regido de Botucatu observaram resultados semelhantes, além de
nodulos em cavidade oral, globo ocular e terceira palpebra. No presente estudo, além da
grande incidéncia na genitalia, a apresentacdo nasal foi a segunda regido de maior frequéncia
do tumor, fato esse que leva o TVT a um novo patamar na lista de diagndsticos diferenciais
em casos de epistaxe uni e/ou bilateral, dispneia compensatoria, secre¢do mucopurulenta a
serosanguinolenta e obstrugéo nasal.

O tropismo extragenital € atribuido ao TVT quando localizado em qualquer regido do
corpo do animal, sem que a genitalia esteja envolvida (28). Da mesma forma que Amaral et
al. (29), na maioria dos casos de localizacdo extragenital, a genitalia também estava
comprometida e/ou havia historia de TVT anterior, atribuindo o fato ao processo de invasao e
metastase. Além disso, devemos considerar que 0s animais possuem habitos sociais diversos,
como farejar e lamber, o que promove uma maior predisposicdo do TVT em areas
extragenitais. Quando a localizagdo é em cavidade nasal, cavidade oral ou regido ocular, os
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sinais clinicos caracterizam-se por espirros, dispneia, epistaxe, halitose intensa, queda de
dentes, epifora e deformacdo oral ou facial (5).

Dentre os diagndsticos diferenciais, podemos considerar a Erlichia canis (30-32) como
potente causa para epistaxe, além de Leishmaniose (33-35), tumores intranasais (36),
infeccdes fungicas (37,38), intoxicacdo por rodenticidas anticoagulantes (36) e presenca de
corpos estranhos na cavidade nasal. Segundo Mylonakis et al. (36) a Leishmaniose ocorrendo
isoladamente ou em combinacdo com a Erliquiose monocitica canina foram as principais
causas de epistaxe canina, sendo que os animais podem apresentar epistaxe apenas ou em
combinagdo com outros sinais clinicos.

A patogénese da epistaxe induzidas pela Leishmaniose canina ndo estd completamente
esclarecida, no entanto, tem-se sugerido que ocorre devido a um mecanismo multifatorial,
combinando uma funcédo plaquetéaria prejudicada, aumento de viscosidade do soro, atribuida a
hiperglobulinemia (34), e ulceracdo nasal da mucosa, aléem de uma possivel rinite cronica
(33). No caso da Erliquiose monocitica canina a epistaxe ocorre em grande parte como
consequéncia da trombocitopenia e/ou trombocitopatia (39,36).

Segundo Rocha et al. (3) o diagnostico citolégico do TVT nasal é fundamental para
pacientes que requerem tratamento imediato, principalmente quando apresentam dispneia.
Sem a identificacdo exata do tipo de neoplasia, corre-se o0 risco de instituir tratamentos
citostaticos para uma lesdo granulomatosa nao neoplasica, e assim desnecessariamente expor
0 paciente a toxicidade dos farmacos antitumorais (27).

Embora Rocha et al. (3) ndo tenham observado causas relevantes de imunossupressao
ou doencas associadas, a ocorréncia do TVT nasal associado a leishmaniose cutanea em um
cdo ja foi relatado, acreditando-se que o fato ocorreu principalmente devido a
imunossupressao causada pelo protozoario (40,41). Em diversos estudos tem sido discutida a
relacdo entre o0 TVT e o sistema imune do hospedeiro, questionando inclusive possibilidades
de progressdes e/ou regressdes do tumor (42-47). De fato, a transferéncia tumoral s6 é
possivel entre animais que compartilham o mesmo Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) ou quando ha comprometimento da imunidade (48), permitindo,
dessa forma, a transposicao da barreira tecidual por meio do contato entre regides lesionadas
(45-49).

Quando comparamos os resultados com Amaral et al. (29), realizados na mesma
instituicdo em 2004, ha diferenca quanto a regido extragenital mais frequente e a idade, se
assemelhando, porém, quanto ao sexo e o tipo celular predominante. Amaral et al. (29)
verificaram que a regido cutanea se apresentou mais frequente que a nasal, fato esse que se
mostra contrario aos achados desse estudo. A idade mais acometida segundo a autora foi a
fase adulta, em torno de 4 anos, enquanto neste caso foi observado o tumor mais frequente em
animais sénior, acima de 8 anos. Isso provavelmente se deve ao fato de os animais possuirem
uma taxa de sobrevida cada vez maior, adicionado ao fato de o TVT ndo ser um tumor com
caracteristicas que provocam o Obito, de forma que Amaral et al. (29) ja chamou a atencéo a
respeito do aumento da ocorréncia do TVT em animais séniores.

Quanto a predisposi¢do sexual, Amaral et al. (29) observaram maior prevaléncia em
machos, com uma maior apresentacdo do tipo plasmocitoide, condizendo com estes
resultados. A grande ocorréncia do TVT em machos, na regido genital, provavelmente esta
relacionada com as caracteristicas de coito dos cdes, que permite contato prolongado e
formacdo de escoriagbes na mucosa genital, tornando a cdpula um eficiente modo de
transmisséo (9), de forma que um macho pode copular com vérias fémeas, aumentando assim
a probabilidade de transmissao.

A maioria dos estudos sobre TVT de ocorréncia natural ndo mostra ainda predisposi¢édo
racial (7,14,15,25,28,50), fato esse que também corrobora com nossos estudos, o qual
apresentou uma porcentagem muito superior de animais SRD em relacdo as demais racas.
Segundo Silva et al. (15), o maior acometimento do TVT em animais mesticos pode estar
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relacionado a familias de baixas condi¢des scioecondmicas que nao podem adquirir animais
com racas definidas de alto valor econémico, e que por sua vez, permite 0 acesso de seus
animais as ruas.

Assim, embora o TVT nasal ndo seja tdo comumente visto na pratica como o TVT na
regido de genitalia, esse estudo mostrou que, na forma extragenital, ele é o mais frequente. O
tumor se manifesta geralmente por epistaxe e pode ser localmente invasivo, necessitando de
um diagnostico diferencial em relacdo a Erliquiose e a Leishmaniose, em areas onde essas
enfermidades sdo endémicas, sendo que o exame citoldgico constitui um método diagndstico
barato, rapido e de facil execucao.

REFERENCIAS

1. Rogers KS. Transmissible venereal tumor. Compend Contin Educ Pract Vet.
1997;19(9):1036-45.

2. Chiti L, Amber EI. Incidence of tumors seen at the Faculty of Veterinary Medicine,
University of Zambia: a four year retrospective study. Zimbabwe Vet J. 1992;3(4):143-7.

3. Rocha TMM, Terres MF, Sotello A, Kozemjakin D, Malucelli L, Maia R. Tumor venéreo
transmissivel nasal em um cdo. Rev Acad Cienc Agrar Ambient. 2008;6(3):349-53.

4. Papazoglou LG, Koutinas AF, Plevraki AG, Tontis D. Primary intranasal transmissible
venereal tumour in the dog: a retrospective study of six spontaneous cases. J Vet Med A
Physiol Pathol Clin Med. 2001;48(7):391-400.

5. Pereira CS, Muzzi RAL, Porsani MYH, Campos 10, Nogueira RB. Tumor venéreo
transmissivel nasal, um diagnostico diferencial das doencas do trato respiratorio superior
em cdes: relato de caso. In: Anais do XXII Congresso de pos-graduacdo da UFLA; 2013;
Lavras. Lavras: Universidade Federal de Lavras; 2013.

6. MacEwen EG. Transmissible venereal tumor. In: Withrow SJ, MacEwen EG. Small animal
clinical oncology. Philadelphia: WB Saunders; 2001. p.651-6.

7. Park MS, Kim Y, Kang MS, Oh SY, Cho DY, Shin NS, et al. Disseminated transmissible
venereal tumor in a dog. J Vet Diagn Invest. 2006;18(1):130-3.

8. Strakova A, Murchison EP. The changing global distribution and prevalence of canine
transmissible venereal tumour. BMC Vet Res. 2014;10:168.

9. Cohen D. The canine transmissible venereal tumor: a unique result of tumor progression.
Adv Cancer Res. 1985;43:75-112.

10. Vermooten MI. Canine transmissible venereal tumour (TVT): a review. J S Afr Vet
Assoc. 1987;58(3):147-50.

11. Amaral AS, Bassani-Silva S, Ferreira I, Fonseca LS, Andrade FHE, Gaspar LFJ, et al.
Cytomorphological characterization of transmissible canine venereal tumor. Rev Port
Cienc Vet. 2007;102(563-564):253-60.

Féo HB, Floréz LMM, Rocha NS. Tumor venéreo transmissivel canino: Analise da casuistica 2008-2014 no
hospital veterinario de Botucatu. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 409-418.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 416

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Dabus DMM, Tentrin TC, Bocardo M, Lima GS, Lot RFE, Bariani MH, et al. Estudo
epidemiol6gico do tumor venéreo transmissivel baseado nos padrfes plasmocitoide e
linfocitdide em cées atendidos no hospital veterindrio da faculdade de medicina
veterindria e zootecnia de garca. Rev Cientif Eletron Med Vet. 2008;6(11):1-7.

Das U, Das AK. Review of canine transmissible venereal sarcoma. Vet Res Commun.
2000; 24(8):545-56.

Flores PE, Diez YX, Diaz RAM, Urcelay VS, Cattaneo UG. Comparison of the
neoplasms recorded in two periods (1981-1985 and 1986- 1988) at the surgery section of
the Faculty of Veterinary Medicine. Av Cienc Vet. 1993;8:61-5.

Silva MCV, Barbosa RR, Santos RC, Chagas RSN, Costa WP. Avaliacédo
epidemioldgica, diagnostica e terapéutica do tumor venéreo transmissivel (TVT) na
populacdo canina atendida no Hospital Veterinario da UFERSA. Acta Vet Brasilica.
2007; 1(1):28-32.

Sobral RA, Tinucci-Costa M, Camacho A. Ocorréncia do tumor venéreo transmissivel
em cdes na regido de Jaboticabal. Ars Vet. 1998; 14(1):1-10.

Johnson CA. InfeccBes genitais e tumor venéreo transmissivel. In: Nelson RW, Couto
CG. Fundamentos de medicina interna de pequenos animais. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan; 1994. p.522-5.

Branddo CVS, Borges AG, Ranzani JJT, Rahal SC, Teixeira CR, Rocha NS. Tumor
venéreo transmissivel: estudo retrospectivo de 127 casos (1998-2000). Rev Educ Contin
CRMV-SP. 2002;5(1):25-31.

Gandotra VK, Chauhan FS, Sharma RD. Occurrence of canine transmissible venereal
tumor and evaluation of two treatments. Indian Vet J. 1993;70(5):854-7.

Willard MD, Tvedten H, Turnwald GH. Small animal clinical diagnosis by laboratory
methods. Philadelphia: WB Saunders; 1989.

Ozalp GR, Zik B, Bastan A, Peker S, Ozdemir-Salci ES, Bastan I, et al. Vincristine
modulates the expression of Ki67 and apoptosis in naturally occurring canine
transmissible venereal tumor (TVT). Biotech Histochem. 2012;87(5):325-30.

Freitas NMS. Tumor venéreo transmissivel em cées atendidos nos anos de 2007 e 2008
no hospital veterinario da universidade federal rural da Amazonia [monografia]. Belém:
Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA; 2009.

Gaspar LFJ, Ferreira I, Colodel MM, Seullner Branddo CV, Rocha NS. Spontaneous
canine transmissible venereal tumor: cell morphology and influence on P-glycoprotein
expression. Turk J Vet Anim Sci. 2010;34(5):447-54.

Araujo MR. Estudo retrospectivo e prospectivo de tumores cutdneos em cdes e
diferenciacdo de tumores cutédneos de células redondas pela imunohistoquimica
[dissertacéo]. Belo Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG; 2011.

Féo HB, Floréz LMM, Rocha NS. Tumor venéreo transmissivel canino: Analise da casuistica 2008-2014 no
hospital veterinario de Botucatu. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 409-418.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 417

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Cruz GD, Santos CF, Santos CR, Ruschi CS, Elias T, Xavier JG, et al. Metastase visceral
de tumor venéreo transmissivel em cdo. Vet Zootec. 2009;16(3):465-70.

Gonzalez CG, Sanchez BCA, Velez HME, Buen DE, An DE, Buen DE. Neoplasms of
the reproductive system in bitches: retrospective study over 6 years. Vet Mex. 1997,
28(1):31-4.

Sousa J, Saito V, Nardi AB, Rodaski S, Guérios SD, Bacila M. A survey on the incidence
and the therapeutic procedures of the canine transmissible venereal tumor, the sticker’s
lymphosarcoma. Arch Vet Sci. 2000;5:41-8.

Nielsen SW, Kennedy PC. Tumors of the genital systems. In: Moulton JE. Tumors in
domestic animals. 3a ed. Los Angeles: University of California Press; 1990. p.479-517.

Amaral AS, Gaspar LFJ, Bassani-Silva S, Rocha NS. Cytological diagnostic of
transmissible venereal tumor in the Botucatu region, Brazil (descriptive study: 1994-
2003). Rev Port Cienc Vet. 2004;99(551):167-71.

Moreira SM, Bastos CV, Araljo RB, Santos M, Passos LMF. Retrospective study (1998-
2001) on canine ehrlichiosis in Belo Horizonte, MG, Brazil. Arq Bras Med Vet Zootec.
2003;55(2):141-7.

Vieira RFC, Biondo AW, Guimardes AMS, Santos AP, Santos RP, Dutra LH, et al.
Ehrlichiosis in Brazil. Rev Bras Parasitol Vet. 2011;20(1):1-12.

Baba K, Itamoto K, Amimoto A, Kitagawa K, Hiraoka H, Mizuno T, et al. Ehrlichia
canis infection in two dogs that emigrated from endemic areas. J Vet Med Sci.
2012;74(6):775-8.

Juttner C, S&nchez MR, Landeras ER, Slappendel RJ, Arnold CF. Evaluation of the
potential causes of epistaxis in dogs with natural visceral leishmaniasis. Vet Rec.
2001;149(6):176-9.

Petanides TA, Koutinas AF, Mylonakis ME, Day MJ, Saridomichelakis MN, Leontides
LS, et al. Factors associated with the occurrence of epistaxis in natural canine
leishmaniasis (Leishmania infantum). J Vet Intern Med. 2008;22(4):866-72.

Cavalcanti A, Lobo R, Cupolillo E, Bustamante F, Porrozzi R. Canine cutaneous
leishmaniasis caused by neotropical Leishmania infantum despite of systemic disease: a
case report. Parasitol Int. 2012;61(4):738-40.

Mylonakis ME, Saridomichelakis MN, Lazaridis V, Leontides LS, Kostoulas P, Koutinas
AF. A retrospective study of 61 cases of spontaneous canine epistaxis (1998 to 2001). J
Small Anim Pract. 2008;49(4):191-6.

Benitah N. Canine nasal aspergillosis. Clin Tech Small Anim Pract. 2006;21(2):82-8.

Epstein S, Hardy R. Clinical resolution of nasal aspergillosis following therapy with a
homeopathic remedy in a dog. J Am Anim Hosp Assoc. 2011;47(6):e110-5.

Féo HB, Floréz LMM, Rocha NS. Tumor venéreo transmissivel canino: Analise da casuistica 2008-2014 no
hospital veterinario de Botucatu. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 409-418.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 418

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Neer TM, Breitshwerdt EB, Greene RT, Lappin MR. Consensus statement on ehrlichial
disease of small animals from the infectious disease study group of the ACVIM. J Vet
Intern Med. 2002;16(3):309-15.

Santos FGA, Vasconcelos AC, Nunes JES, Cassali GD, Paixdao TA, Moro L. O tumor
venéreo transmissivel canino — aspectos gerais e abordagens moleculares (revisdo de
literatura). Biosci J. 2005;21(3):41-53.

Levy E, Mylonakis ME, Saridomichelakis MN, Polizopoulou ZS, Psychogios V,
Koutinas AF. Nasal and oral masses in a dog. Vet Clin Pathol. 2006;35(1):115-8.

Liao KW, Hung SW, Hsiao YW, Bennett M, Chu RM. Canine transmissible venereal
tumor cell depletion of B lymphocytes: molecule(s) specifically toxic for B cells. Vet
Immunol Immunopathol. 2003;92(3-4):149-62.

Mukaratirwa S, Gruys E. Canine transmissible venereal tumour: cytogenetic origin,
immunophenotype, and immunobiology: a review. Vet Q. 2003;25(3):101-11.

Hsiao Y, Liao K, Chung T, Liu C, Hsu C, Chu R. Interactions of host IL-6 and IFN-y and
cancer-derived TGF-f1 on MHC molecule expression during tumor spontaneous
regression. Cancer Immunol Immunother. 2008;57(7):1091-104.

Stockmann D, Ferrari HF, Andrade AL, Lopes RA, Cardoso TC, Luvizotto MCR. Canine
transmissible venereal tumours: aspects related to programmed cell death. Braz J Vet
Pathol. 2011; 4(1):67-75.

Chiang HC, Liao AT, Jan TR, Wang YS, Lei HJ, Tsai MH, et al. Gene-expression
profiling to identify genes related to spontaneous tumor regression in a canine cancer
model. Vet Immunol Immunopathol. 2013;151(3-4):207-16.

Siddle HV, Kaufman J. Immunology of naturally transmissible tumours. Immunology.
2014;144(1):11-20.

Murgia C, Pritchard JK, Kim SY, Fassati A, Weiss RA. Clonal origin and evolution of a
transmissible cancer. Cell. 2006;126(3):477-87.

Liu CC, Wang YS, Lin CY, Chuang TF, Liao KW, Chi KH, et al. Transient
downregulation of monocyte-derived dendritic-cell differentiation, function, and survival
during tumoral progression and regression in an in vivo canine model of transmissible
venereal tumor. Cancer Immunol Immunother. 2008;57(4):479-91.

Cowell RL, Tyler RD. Diagnostic cytology and hematology of the dogs and cats. 2nd ed.
Saint Louis: Mosby; 1999.

Recebido em: 11/08/2015
Aceito em: 11/07/2016

Féo HB, Floréz LMM, Rocha NS. Tumor venéreo transmissivel canino: Analise da casuistica 2008-2014 no
hospital veterinario de Botucatu. Vet. e Zootec. 2016 set.; 23(3): 409-418.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 419
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RESUMO

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais comuns em cadelas, constituindo cerca de 50%
do total de neoplasias da espécie canina. Neoplasias mamaérias malignas podem estabelecer
metastases para os linfonodos regionais e se disseminarem para outros sitios. A reatividade de
linfonodos nas adjacéncias do tumor é um fator relacionado ao prognéstico da neoplasia. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a incidéncia de alteracdes histopatologicas das lesGes
mamarias em cadelas, principalmente metastase de neoplasias mamarias malignas, nos
linfonodos axilar e inguinal superficial sem alteracbes macroscopicas. A remogdo do
linfonodo inguinal foi realizada juntamente com a da glandula inguinal devido a intima
associacdo dessas duas estruturas. Ja& para a localizacdo e exérese do linfonodo axilar,
preconizou-se a ejecdo do corante azul de metileno a 2% ao redor da mama torécica cranial
ipsilateral a lesdo. A bidpsia excisional dos linfonodos sentinela, axilar e inguinal superficial,
no mesmo tempo cirurgico da mastectomia e a posterior analise histopatoldgica da cadeia
mamaria e dos linfonodos permitiu o diagndstico do tipo de neoplasia priméria, do grau de
reatividade linfoide e da metéastase linfatica. Dessa forma, foi possivel identificar a ocorréncia
de metastase para 4,55% dos linfonodos axilares e 11,36% dos inguinais ipsilaterais as
cadeias com neoplasia mamaria maligna e uma tendéncia maior de reatividade dos inguinais
em comparagdo com os axilares.

Palavras-chave: neoplasia mamaria, metastase, reatividade linfoide.

HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF AXILLARY AND SUPERFICIAL
INGUINAL LYMPH NODES IN BITCHES (Canis familiaris) UNDERWENT TO
THERAPY MASTECTOMY

ABSTRACT

Mammary tumors are the most common neoplasms in dogs, corresponding to 50% of
neoplasms of the canine specie. Malignant breast tumors may metastasize to regional lymph
nodes and spread to other sites. The reactivity of lymph nodes in the tumor surroundings is a
factor related to the prognosis of cancer. The objective of this study was to evaluate the
incidence of histopathological changes in dogs with breast lesions, especially metastasis of
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malignant breast tumors in axillary and superficial inguinal lymph nodes without macroscopic
changes. The removal of the inguinal lymph node was held together with the inguinal gland
due to the intimate association of these two structures. For localization and excision of
axillary lymph node was necessary to inject the dye methylene blue 2% around the ipsilateral
cranial breast to chest injury. The excisional biopsy of sentinel nodes, axillary and superficial
inguinal, during mastectomy and subsequent histopathological analysis of the mammary chain
and lymph nodes allowed the diagnosis of the type of primary tumor, the degree of lymphoid
reactivity and lymphatic metastasis. Thus, it was possible to identify the occurrence of
metastasis to 4.55% of axillary and to 11.36% of inguinal lymph nodes of the chains with
malignant breast cancer and a greater tendency of reactivity to inguinal limph nodes when
compared to axillary.

Keywords: breast cancer, metastasis, lymphoid reactivity.

EVALUACION HISTOPATOLOGICA DE LOS GANGLIOS LINFATICOS AXILAR
Y SUPERFICIE INGUINAL EN PERRAS (Canis familiaris) DEBAJO
MASTECTOMIA TERAPEUTICA

RESUMEN

Los tumores mamarios son las neoplasias mas comunes en perros, que constituyen alrededor
del 50% de las neoplasias de la especie canina. Los tumores de mama malignos pueden
establecer metéstasis a los ganglios linfaticos regionales y se extendié a otros sitios. La
reactividad de los ganglios linfaticos en los alrededores del tumor es un factor relacionado con
el pronostico del cancer. El objetivo de este estudio fue evaluar la incidencia de los cambios
histopatologicos de lesiones de mama en perros, especialmente la metastasis de los tumores
malignos de mama en los ganglios linfaticos axilares e inguinales superficiales sin cambios
macroscopicos. La retirada del ganglio linfatico inguinal se llevo a cabo junto con la glandula
inguinal debido a la intima asociacion de estas dos estructuras. Para la localizacion y la
escision de la linfa axilar aplicado colorante azul de metileno 2% alrededor de la mama
toréacica craneal a la lesion. La biopsia excisional de ganglios centinela, axilar y inguinal
superficial, durante la mastectomia y posterior andlisis histopatoldgico de los ganglios
linfaticos y cadena mamaria permitid el diagndéstico del tipo de tumor primario, el grado de
reactividad linfoide y la identificacion de metéstasis linfatica. Asi, fue posible identificar la
aparicion de metastasis a 4,55% de los ganglios linfaticos axilares y a 11,36% de los
inguinales de las cadenas con cancer de mama maligno y la mas probable reactividad de los
ganglios linfaticos inguinales en comparacion con los axilares.

Palabras clave: cancer de mama, metastasis, reactividad linfoide.
INTRODUCAO

Neoplasias mamarias malignas podem estabelecer metastases linfaticas para 0s
linfonodos regionais. A reagdo de linfonodos nas adjacéncias do tumor é um fator relacionado
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ao prognostico da neoplasia. A atividade celular no linfonodo pode indicar evidéncia
morfologica de uma resposta imune antitumoral ou de metastase.

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a incidéncia de alterac6es histopatoldgicas,
principalmente metastase de neoplasias mamarias malignas, nos linfonodos sentinela (axilar e
inguinal superficial) sem alteragdes macroscépicas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados linfonodos sentinela (LS) removidos cirurgicamente de 71 cadelas
adultas de ragas variadas, incluindo animais sem raca definida (SRD), portadoras de lesdes
mamarias, submetidas a mastectomia radical no periodo de mar¢o de 2011 a novembro de
2012,

Incluiram-se no trabalho os animais portadores de lesbes mamarias diagnosticadas
citopatologicamente com auséncia de metastases distantes aos exames de imagem (exames
radiografico de torax e ultrassonografico abdominal); auséncia de alteragdes nos demais
exames pré-operatorios (eletrocardiografico, hemograma e bioguimica sanguinea) que
impossibilitassem o procedimento anestésico-cirdrgico; e com linfonodos axilares e inguinais
superficiais sem alteragcdes aparentes ao exame fisico. Aqueles com carcinoma inflamatério
foram excluidos do estudo em funcdo da indicacdo terapéutica de ndo resseccdo desta

neoplasia.
Foram selecionadas cadelas sem alteracdo macroscopica de linfonodos axilar e inguinal
superficial e nos estagios I, I, 111 e 1V de estadiamento clinico da neoplasia (1), ou seja,

pacientes com tumores de tamanhos variados, com ou sem comprometimento de LS e sem
evidéncias de metastases distantes aos exames de imagem.

Realizou-se mastectomia uni ou bilateral. A bidpsia excisional dos linfonodos
ipsilaterais a(s) mama(s) afetada(s) foi realizada no transoperatério da mastectomia. Para
localizagdo do linfonodo axilar, injetou-se corante azul de metileno. Conforme descrito por
Campos et al. (2), aplicou-se por via intradérmica, solucdo de azul de metileno a 2% esteril
durante o pré-operatorio imediato. Foram administrados 0,5 ml de azul de metileno para
cadelas com até 15 kg e 1,0 ml para cadelas com peso superior a 15 kg na area ao redor do(s)
teto(s) da(s) mama(s) toracica(s) cranial(is). Ja o linfonodo inguinal superficial era removido
em bloco juntamente com a mama inguinal e o tecido gorduroso adjacente. Os linfonodos
axilares e inguinais superficiais removidos assim como os acessorios foram mensurados com
auxilio de paquimetro e avaliados macroscopicamente quanto a regularidade, coloracéo,
textura e aspecto ao corte de forma a selecionar apenas linfonodos sem alteragOes
macroscopicas.

Adotaram-se 0s critérios estabelecidos por Cassali et al. (3) para a analise
histopatologica das cadeias mamérias. O material (cadeia mamaria e linfonodos axilar e
inguinal superficial) foi acondicionado em solucdo aquosa de formol tamponado a 10% apos a
retirada. As pecas foram clivadas e reidratadas em solugbes aquosas alcoolicas, de
concentragfes crescentes, diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas em parafina
histolégica. Cortes de Sum de espessura foram efetuados em microtomo* e corados pelo
método de rotina, hematoxilina-eosina (HE). O exame microscopico foi efetuado em

4 Micrétomo Spencer, marca América Optical (Southbridge, Massachusetts, EUA).
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microscopio de luz®. Os linfonodos foram clivados por inteiro com corte transversal, ou seja,
os cortes englobaram toda a extensdo dos mesmos com intuito de avalia-los por completo. As
informacdes obtidas a partir da histopatologia e complicacbes foram avaliadas por meio de
andlises descritivas.

RESULTADOS

Os linfonodos sentinela foram classificados histopatologicamente como:
a) Linfonodo sem alterag&o histopatologica;
b) Linfonodo pouco reativo (Figura 1);
¢) Linfonodo moderadamente reativo (Figura 2);
d) Linfonodo acentuadamente reativo (Figura 3);
e) Linfonodo com metéstase (Figura 4).

L

Figura 1. Linfonodo axilar canino. Fotomicrografia de linfonodo axilar com alguns centros
germinativos evidentes (setas), sendo classificado histopatologicamente como pouco reativo (HE, obj
4x). Figura 2. Linfonodo inguinal superficial acessorio, canino. Fotomicrografia de linfonodo inguinal
superficial acessério com quantidade moderada de centros germinativos evidentes (setas), sendo
classificado histopatologicamente como moderadamente reativo (HE, obj 4x). Figura 3. Linfonodo
inguinal superficial canino. Fotomicrografia de linfonodo inguinal superficial com quantidade
acentuada de centros germinativos evidentes (setas), sendo classificado histopatologicamente como
fortemente reativo (HE, obj 4x). Figura 4. Linfonodo inguinal superficial canino. Fotomicrografia
evidenciando (A) tecido neoplasico metastatico, (B) tecido conjuntivo da trabécula do linfonodo
inguinal superficial e (C) tecido linféide (HE, obj 4x).

5 Olympus BX41, marca Olympus (Southend-on-Sea, Reino Unido).
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Em 11,36% (5/44) dos animais com neoplasia maméria maligna, constatou-se
comprometimento metastatico em linfonodo sentinela pela coloracdo de rotina. Desses,
nenhum animal apresentou metastases exclusivamente em linfonodo axilar, 60% (3/5)
apresentou metastase apenas em linfonodo inguinal superficial e 40% (2/5), em ambos o0s
linfonodos.

Dentre 0s animais que apresentaram metastase em linfonodo axilar (Figuras 5 e 6) e
inguinal concomitantemente, um deles apresentava tumoracdo (Carcinoma Simples
Tabulopapilar) apenas na mama inguinal e o outro apresentava a tumoracdo primaria na
mama torécica caudal e outra na inguinal (ambas Carcinoma em Tumor Misto).
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N s
AL

A /

g 0 RIS .

l"..' 8 & g ol 3 . | W D e o
Figura 5. Linfonodo axilar canino. Fotomicroscopia evidenciando (A) tecido conjuntivo da trabécula
do linfonodo axilar, (B) tecido linfoide e (C) tecido neoplasico metastatico (HE, obj 40x). Figura 6.
Linfonodo axilar canino. Fotomicrografia evidenciando (seta) émbolo composto por conjunto de

celulas metastaticas no interior de um vaso linfatico da capsula do linfonodo axilar (HE, obj 40x).

Ja dentre aqueles que apresentaram metastase apenas em linfonodo inguinal, um deles
apresentava tumoracdo (Carcinoma Simples Tubulopapilar) apenas na mama toracica caudal,
outro na mama inguinal (Carcinoma em Tumor Misto) e o terceiro em ambas as toracicas e
abdominais, sendo a neoplasia priméaria na abdominal cranial (todas eram Carcinoma em
Tumor Misto).

Todos os LS dos 71 animais foram avaliados por exame histopatoldgico e os resultados
estdo dispostos nas tabelas 1 a 5, relacionando ao tipo de lesdo mamaria e a localizacdo do
tumor Unico ou primario, no caso de neoplasias multiplas na cadeia.

Os resultados de alteragdes linfoides relacionados ao tipo de lesdo mamaria encontram-
se resumidos na tabela 1; aqueles referentes a alteracfes linfoides e cadeias acometidas por
lesdo mamaria Unica, nas tabelas 2 e 3; e aqueles referentes a alteracdes linfoides e cadeias
acometidas por lesGes mamarias multiplas, nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 1. Frequéncia absoluta das alteracbes em linfonodos axilar e inguinal superficial ipsilaterais as
diversas lesbes mamarias ndo neoplasicas, neoplasicas benignas e neoplasicas malignas encontradas.

B_ai?<a MO(_je_rada EIe_vgda Auséncia de Metéstase
Lesdo mamaria Reatividade Reatividade Reatividade alteracdes

LA] s | LA | Ls [LA] s [ LA us [LA]| LIS
Hiperplasia Ductal 1 0 0 1 0 0 2 2 0 0
Hiperplasia Lobular 1 3 0 0 0 0 2 0 0 0
Adenoma Simples 3 2 0 0 0 0 1 0 0 0
Adenoma Complexo 2 5 3 3 0 0 1 1 0 0
Tumor misto benigno 9 10 2 4 2 2 1 2 0 0
Papiloma ductal 9 1 2 0 2 1 1 0 0 0
Carcinoma Complexo 4 5 4 8 0 0 2 1 0 0
Carcinoma Sl_mples 1 3 1 1 1 1 5 2 1 3

Tubulopapilar
Carmpoma de células 0 0 0 0 1 0 1 2 0 0
usiformes

Carcinoma mucinoso 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Carcinoma em Tumor 19 27 5 11 10 3 4 6 1 5

Misto

* LA= Linfonodo axilar; LIS= Linfonodo Inguinal Superficial.

Tabela 2. Relacdo entre a distribuicdo de frequéncia absoluta e relativa das alteracdes em linfonodos
axilares e a localizagdo das lesbes mamarias Unicas ndo neoplasicas, neoplasicas benignas e
neoplasicas malignas.

B_aiga MO(_je_rada Elgvgda Ausénciia de Metéstase
Localizacdo da Lesdo Néo Reatividade Reatividade Reatividade alteracoes LA
Neoplasica Gnica LA LA LA LA
N % N % N % N % N %
G1 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G3 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 100,00 O 0,00
G4 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 100,00 O 0,00
G5 2 50,00 0 0,00 0 0,00 2 5000 O 0,00
Localizacéo da Leséo
Neoplasica Benigna Unica
G1 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G3 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G4 3 75,00 1 25,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G5 5 71,43 1 14,29 0 0,00 1 1429 0 0,00
Localizacdo da Leséo
Neoplasica Maligna Unica
G1 1 10000 O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 100,00 O 0,00
G3 2 40,00 0 0,00 1 2000 2 40,00 O 0,00
G4 2 66,67 0 0,00 0 0,00 1 3333 0 0,00
G5 2 25,00 2 25,00 0 0,00 3 3750 1 12,50

* LA= Linfonodo Axilar; N= Frequéncia Absoluta; %= Frequéncia Relativa; G1= Glandula Mamaria Toracica Cranial; G2=
Glandula Maméria Torécica Caudal; G3= Glandula Mamaria Abdominal Cranial; G4= Glandula Mamaria Abdominal
Caudal; G5= Glandula Maméria Inguinal.
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Tabela 3. Relacdo entre a distribuicdo de frequéncia absoluta e relativa das altera¢cdes em linfonodos
inguinais superficiais e a localizacdo das lesbes mamarias U(nicas ndo neoplasicas, neoplasicas
benignas e neoplésicas malignas.

B_ai?<a Mode.rada Ele_zvgda Auséncifl de Metéstase
Localizagdo da Les&o N&o Reatividade Reatividade Reatividade alteracOes LIS
Neoplasica tnica LIS LIS LIS LIS
N % [N|] % N[ % [N|] % [N] %
Gl 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G3 1 10000 O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G4 1 10000 O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Gb5 1 25,00 1 25,00 0 0,00 2 5000 O 0,00
Localizacdo da Leséo
Neoplasica Benigna Unica
Gl 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G3 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G4 2 40,00 1 20,00 0 0,00 2 40,00 O 0,00
G5 6 75,00 1 12,50 0 0,00 1 12,50 0 0,00
Localizagdo da Lesao
Neoplasica Maligna Unica
Gl 1 10000 O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 1 50,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 50,00
G3 4 66,67 0 0,00 1 1667 1 1667 O 0,00
G4 3 60,00 1 20,00 0 0,00 1 2000 O 0,00
G5 2 18,18 2 18,18 1 9,09 3 27,27 3 27,27

* LIS= Linfonodo Inguinal Superficial; N= Frequéncia Absoluta; %= Frequéncia Relativa; G1= Glandula Maméria Torécica
Cranial; G2= Glandula Mamaria Toracica Caudal; G3= Glandula Mamaria Abdominal Cranial; G4= Glandula Mamaria
Abdominal Caudal; G5= Glandula Maméria Inguinal.

Tabela 4. Relacdo entre a distribuicdo de frequéncia absoluta e relativa das alteracGes em linfonodos
axilares primarios e acessorios e a localizacdo das lesfes neoplasicas benignas e malignas primarias de
cadeias mamarias com mais de uma lesdo.

B_ai?<a Mo<_je_rada Elgvgda Ausénciii de Metastase
Localizagdo da Lesdo Reatividade Reatividade Reatividade alteracoes LA
Neoplasica Benigna primaria LA LA LA LA
N % N % N % N % N %
G1 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 1 100,00 O 0,00 0 0,00
G3 3 60,00 2 40,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G4 2 66,67 0 0,00 1 3333 0 0,00 0 0,00
G5 0 0,00 1 25,00 1 2500 2 5000 O 0,00
Localizacdo da Leséo
Neoplasica Maligna primaria
G1 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 100,00
G3 4 44,44 2 22,22 1 1111 2 2222 O 0,00
G4 3 33,33 1 11,11 4 44,44 1 1111 O 0,00
G5 4 44,44 2 22,22 3 3333 0 0,00 0 0,00

* LA= Linfonodo Axilar; N= Frequéncia Absoluta; %= Frequéncia Relativa; G1= Glandula Mamaria Toracica Cranial; G2=
Glandula Maméria Torécica Caudal; G3= Glandula Mamaria Abdominal Cranial; G4= Glandula Mamaria Abdominal
Caudal; G5= Glandula Maméria Inguinal.
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Tabela 5. Relacdo entre a distribuicdo de frequéncia absoluta e relativa das altera¢cdes em linfonodos
inguinais superficiais primarios e acessorios e a localizacdo das lesdes neoplésicas benignas e
malignas primarias de cadeias mamarias com mais de uma lesdo.

B_ai?<a Mom_:ierada Ele_zvgda Auséncifl de Metéstase
Localizagdo da Leso Reatividade Reatividade Reatividade alteracOes LIS
Neoplasica Benigna primaria LIS LIS LIS LIS
N| % |[N|] % [N| % |[N| % [N| %
Gl 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 1 100,00 O 0,00 0 0,00 0 0,00
G3 4 80,00 0 0,00 1 20,00 0 0,00 0 0,00
G4 3 60,00 1 20,00 1 20,00 O 0,00 0 0,00
G5 2 33,33 2 33,33 1 16,67 1 16,67 0 0,00
Localizacdo da Leséao
Neoplasica Maligna primaria
Gl 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G2 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 100,00
G3 3 27,27 2 18,18 0 0,00 4 36,36 2 18,18
G4 5 38,46 8 61,54 0 0,00 0 0,00 0 0,00
G5 5 50,00 1 10,00 3 30,00 1 1000 O 0,00

* LIS= Linfonodo Inguinal Superficial; N= Frequéncia Absoluta; %= Frequéncia Relativa; G1= Glandula Mamaria Toracica
Cranial; G2= Glandula Mamaria Toracica Caudal; G3= Glandula Mamaria Abdominal Cranial; G4= Glandula Mamaria
Abdominal Caudal; G5= Glandula Maméria Inguinal.

DISCUSSAO

O envolvimento do nodulo linfatico em pacientes veterinarios tem se demonstrado um
fator progndstico forte em tumores da glandula mamaéria, melanoma maligno, osteossarcoma,
carcinoma primario do pulmao, sarcoma de células sinoviais e mastocitoma dentre outros.
Assim, existe uma indicacdo clara para a adaptacdo de técnicas de localizacdo e avaliacdo de
LS para 0 uso em pacientes veterinarios. Dada a importancia progndstica do
comprometimento linfonodal em tumores como o carcinoma da glandula maméria,
osteossarcoma, sarcoma de células sinoviais e mastocitomas, a avaliagdo do LS deve ser
incorporada a pratica clinica de rotina, de modo a melhorar a avaliacdo clinica de pacientes
oncoldgicos veterinarios (4).

Apesar da busca incessante por novos fatores prognoésticos no cancer de mama, 0
comprometimento dos linfonodos axilares e inguinais permanece como principal fator
preditivo de recidivas e metastases. Em humanos a linfadenectomia foi considerada durante
décadas, ndo s6 como elemento prognoéstico, mas também como importante recurso
terapéutico, pela baixa incidéncia de recidivas apos o procedimento (1 a 3%) (5).

Lana et al. (6) defendem que os linfonodos axilares sdo raramente envolvidos em casos
de cancer de mama em cadelas e que ndo devem ser removidos profilaticamente. Atualmente,
preconiza-se que glanglios axilares fixos, aderidos e com aumento de volume sejam
removidos completamente em raras situacOes. Porém, os linfonodos axilares com
comprometimento metastatico deste estudo ndo apresentaram quaisquer das alteracGes
descritas anteriormente, ou seja, aparentavam-se macroscopicamente saudaveis. Caso tais
linfonodos néo tivessem sido expirpados haveria um provavel prejuizo a qualidade de vida
desses animais, assim como manifestacdo precoce de doenga metastatica. Apesar disso, ndo é
possivel afirmar com convicgdo, pois esses animais ndo foram acompanhados posteriormente
a alta cirargica. A literatura afirma, ainda, que o linfonodo inguinal deve ser removido quando
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aumentado ou citologicamente positivo para o cancer de mama ou quando a glandula 5 for
removida, pois estd intimamente associado a essa glandula. Neste estudo, todos os linfonodos
inguinais superficiais foram removidos entremeados no tecido adiposo proximo a glandula
inguinal e ndo apresentavam alteracGes macroscopicas.

Na prética clinica veterinaria, faltam diretrizes bem estabelecidas para a avaliacdo do
LS. Os linfonodos sdo geralmente puncionados para citopatologia ou submetidos a bidpsia
somente se sensivelmente aumentados, levando a um estadiamento da doenca impreciso. A
relacdo entre o tamanho do linfonodo e a metastase linfonodal nédo é confiavel o suficiente
para o estadiamento clinico preciso de cdes com melanoma (6,7). E no presente estudo,
observou-se que para cadelas com tumor de mama essa relagdo também néo é confiavel, visto
que nenhum linfonodo do estudo encontrava-se sensivelmente aumentado e, mesmo assim,
havia ocorrido metastase para 4,55% dos LA e 11,36% dos LIS ipsilaterais as cadeias com
neoplasia maligna.

A remocdo do linfonodo aumentado pode ser equivocada, pois 0 ganglio aumentado
também € um indicio provavel de reatividade, além de metastase. Assim, a exérese de um
linfonodo reativo pode significar a remogdo de uma barreira imune a disseminacdo tumoral
por via linfatica.

As metastases sdo resultado da boa adaptacdo das células cancerigenas em um novo
microambiente, requerendo propriedades adaptativas tanto das células do tumor de origem
como do proéprio local de instalacdo do tumor secundario. A grande maioria das células
metastaticas € destruida por apoptose ou pela acdo litica de células citotoxicas (8). Desta
forma, para estabelecerem um novo crescimento em outro orgdo, é preciso que as células
metastaticas ndo sejam destruidas pelo sistema imune. Neste trabalho, a resposta imune foi
avaliada pelo nivel de reatividade em linfonodo, estando presente na maioria dos LS.

Aparentemente, os linfonodos inguinais ipsilaterais a glandulas acometidas por lesdes
ndo neoplasicas epiteliais tendem a apresentar grau um pouco maior de reatividade do que 0s
axilares, conforme se pode constatar na tabela 1, em que, dos 6 linfonodos axilares
relacionados a lesdes deste tipo, 4 ndo apresentaram alteracbes histopatologicas e 2
apresentaram baixa reatividade. J& dos 6 linfonodos inguinais, dos mesmos animais
estudados, somente dois ndo apresentaram alteracOes, trés apresentaram baixa reatividade e
um se mostrou moderadamente reativo.

Observando-se a distribuicdo de glandulas acometidas por lesdes ndo neoplasicas
Unicas, nas tabelas 2 e 3, constata-se certo equilibrio da quantidade de linfonodos com baixa
reatividade e auséncia de alteragcdes, com uma leve tendéncia dos linfonodos inguinais a
apresentarem maior reatividade. Essa tendéncia independe da glandula acometida. Neste
aspecto o estudo ficou limitado, pois a incidéncia de lesbes deste tipo na glandula 5 foi maior,
restando um dnico caso para cada uma das glandulas 3 e 4.

Analisando as tabelas 2 e 4, observa-se que independentemente de terem ocorrido
neoplasias benignas Unicas ou maltiplas, o numero de linfonodos axilares reativos foi elevado.
Entre os linfonodos relacionados a neoplasias benignas Unicas, somente em 1 de 11
linfonodos nédo ocorreu reatividade, enquanto no grupo de linfonodos relacionado a lesdes
maltiplas, ndo foi constatada reatividade em 2 de 13 linfonodos axilares. Analisando as
tabelas 3 e 5, verifica-se que a reatividade dos linfonodos inguinais ipsilaterais a lesdes
neoplasicas benignas mdaltiplas tendem a ser mais reativos do que aqueles relacionados a
neoplasias benignas unicas. Em um grupo de 13 linfonodos inguinais relacionados a
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neoplasias benignas Unicas, ndo ocorreu nenhum caso de reatividade intensa e somente 2 de
moderada reatividade, enquanto 3 linfonodos ndo apresentaram reatividade alguma. Quando
analisados 17 linfonodos inguinais ipsilaterais a lesdes neoplasicas benignas multiplas,
constatou-se que em somente 1 ndo foi encontrado reatividade alguma, ou seja a proporcao de
LIS reativos relacionados a neoplasias benignas multiplas atingiu 94,12%, enquanto aqueles
relacionados a neoplasias benignas Unicas representava 76,92% dos casos. Acrescenta-se
ainda, que ocorreram 3 casos de elevada reatividade e 4 de moderada reatividade de
linfonodos relacionados a neoplasias benignas multiplas.

Constata-se nas tabelas 2, 3, 4 e 5, que ha uma tendéncia a reatividade semelhante entre
os linfonodos inguinais e axilares ipsilaterais a neoplasias malignas. Esta propor¢édo atinge
75,95% para os LIS e 77,05% para os LA. Outro dado importante constatado é que, no grupo
analisado, ocorreu metastase para 3,27% dos linfonodos axilares e 10,12% para os linfonodos
inguinais, demonstrando uma tendéncia a um maior numero de metéstases para linfonodos
inguinais, quando comparados a linfonodos axilares, quando ambos estdo relacionados a
neoplasias malignas.

Observando as tabelas 2 e 4, observa-se que a proporcao de linfonodos axilares reativos
relacionados a neoplasias malignas Unicas era de 42,1% e que esta proporcéao atingiu 89,3%,
quando analisados os casos de neoplasias malignas mdltiplas. A anélise do nimero de
metastase indicou acometimento de somente 2 linfonodos, ou seja, 4,25%.

A andlise das tabelas 3 e 5 indica que a proporcdo de linfonodos inguinais reativos
relacionados a neoplasias malignas Unicas era de 80% e que esta proporcdo atingiu 86,1%,
quando analisados os casos de neoplasias malignas mdaltiplas. A anélise das relagBes entre
localizagdo das glandulas, numero de neoplasias e nimero de metastases ficou comprometida
pela pouca ocorréncia desta Ultima, mas quando comparado aos linfonodos axilares, os
linfonodos inguinais demonstram uma maior tendéncia a sofrer metdstase de neoplasias
malignas, tendo atingido a proporg¢do de 13,11% (8/61) de acometimento metastatico, contra
4,25% (2/47) dos linfonodos axilares.

No estudo de Oliveira Filho et al. (9), os tipos histolégicos mais prevalentes nas
metéstases para linfonodos foram: carcinoma simples (50%), carcinossarcoma (25%), tumor
misto maligno (8,3%), carcinoma complexo (8,3%) e carcinoma em tumor misto (8,3%). Ja
no presente estudo, foram carcinoma simples tabulo-papilar (42,86%; 3/7) e carcinoma em
tumor misto (57,14%; 4/7).

Em medicina humana, observa-se que, para tumores malignos com até 1,0 cm de
diametro, a avaliacdo histopatoldgica de rotina demonstra comprometimento linfonodal em 5
a 17% das pacientes. Para tumores entre 1,1 e 2,0 cm, o comprometimento linfonodal axilar é
de 30% (10). Em 4,55% (2/44) das pacientes com neoplasia mamaria maligna constatou-se
comprometimento metastatico em LA e o didmetro de ambos os tumores primarios era de
cerca de 4,0 cm. Ja os LIS apresentaram metastases em 11,36% (5/44) dos casos de neoplasia
maligna e os tamanhos dos tumores primarios variaram de 3,0 a 5,0 cm de diametro. Talvez a
incidéncia de metastases esteja subestimada nesse estudo e o emprego de técnicas de imuno-
histoquimica para deteccdo de metastases ocultas contribua para aumentar esse diagndstico.

CONCLUSOES
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Por meio dos resultados obtidos, pode-se concluir que ocorreram metastases com maior
frequéncia para LIS, quando comparados a LA. Essa incidéncia pode estar subestimada e o
emprego de técnicas de imuno-histoquimica pode contribuir para aumentar o diagnostico de
micrometastases em LS. Além disso, hd uma tendéncia dos LIS a apresentarem mais
reatividade do que os axilares nos casos de lesGes mamarias nao neoplasicas ou neoplasicas,
sendo que nas Ultimas essa tendéncia é mais evidente.
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RESUMO

A diarreia viral bovina é uma enfermidade infectocontagiosa que afeta os bovideos, causada
por um virus do género Pestivirus. As manifestacdes clinicas vdo desde infec¢bes agudas até
alteracbes reprodutivas, incluindo infeccGes pré-natais capazes de levar ao quadro
denominado “Doenga das mucosas”. O uso de testes diagnosticos indiretos pode indicar o
contato prévio dos animais com o virus, direcionando medidas de controle para ocasionais
infeccdes no rebanho bubalino. Desta forma, 805 amostras de sangue de bubalinos de 44
rebanhos, provenientes de 13 municipios do estado do Pard foram submetidas ao Ensaio
imunoenzimatico indireto, para detectar a presenca de anticorpos contra o virus da diarreia
viral bovina (BVDV). Verificou-se que 113 (14%) animais, 24 (54,4%) rebanhos
apresentavam anticorpos para BVDV e em 77% dos municipios examinados houve pelo
menos um animal reagente. A diferenca encontrada entre as frequéncias de ocorréncia de
anticorpos contra o virus da diarreia viral bovina quando comparada as mesorregides do
estado, sugere que existem diferentes fatores envolvidos na exposicdo dos animais nos
diferentes rebanhos. Estudos relacionados a fatores de risco sdo imprescindiveis para
esclarecer tais divergéncias e determinar quais sdo as medidas de controle mais indicadas.

Palavras-chave: bubalinos, virus da diarreia viral bovina, ELISA, Para.

ANTIBODIES AGAINST BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) IN
BUFFALOES (Bubalus bubalis) HERDS FROM PARA STATE

ABSTRACT

The bovine viral diarrhea is an infectious disease that affects bovines caused by a virus of the
genus Pestivirus. The clinical manifestations ranging from acute infection to reproductive
alterations, including prenatal infections capable of leading to the condition known as
"mucosal disease”. The use of indirect diagnostic tests may indicate prior contact with the
animal virus, directing control measures to occasional infections in buffalo herd. Thus, 805
blood samples from 44 herds of buffaloes, from 13 municipal districts in the state were
subjected to indirect ELISA to detect the presence of antibodies to bovine viral diarrhea virus
in buffaloes of Para. It was observed that 113 (14%) animals, 24 (54.4%) herds had antibodies
to BVDV and in 77% of municipal districts were examined at least one buffalo seropositive.
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The difference between the frequencies of occurrence of antibodies against BVDV compared
the regions state, suggests that there are different factors involved in the exposure of animals
in different herds. Studies related to risk factors are essential to clarify these differences and
determine which the most suitable control measures are.

Keywords: buffalo, bovine viral diarrhea virus, ELISA, Paré.

ANTICUERPO CONTRA LA DIARREA VIRAL BOVINA (BVDV) EN GANADO
BUFALO ( BUBALUS BUBALIS) ESTADO PARA, BRASIL

RESUMEN

La diarrea viral bovina es una enfermedad infectocontagiosa que afecta a los bovinos, y es
causada por un virus del género Pestivirus. Las manifestaciones clinicas van desde la
infeccion aguda hasta alteraciones reproductivas, incluyendo infecciones prenatales, capaces
de conducir a una enfermedad conocida como "enfermedad de las mucosas”. El uso de
pruebas diagndsticas indirectas puede indicar un contacto inicial de los animales con el virus,
direccionando medidas de control para infecciones eventuales de un rebafio de bufalos. Por
esta razon, fueron sometidos a la prueba de Ensayo Inmunoenzimatico Indirecto - ELISA,
805 muestras de sangre de 44 rebafios de bufalos, provenientes de 13 municipios del Estado
de Pard, con el objetivo de detectar la presencia de anticuerpos contra el virus de la diarrea
viral bovina en bufalos de Para. Se observo que 113 (14%) animales, 24 (54,4%) rebafios,
tenian anticuerpos para el VDVB y en el 77% de los municipios que se examinaron hubo al
menos un animal positivo. La diferencia entre las frecuencias de aparicion de anticuerpos
contra BVDV cuando se compararon las diferentes regiones del estado, sugiere que hay
diferentes factores que intervienen en la exposicion de los animales en diferentes rebafios.
Estudios relacionados con los factores de riesgo son esenciales para aclarar estas diferencias y
determinar cuéles son las medidas de control més adecuadas.

Palabras clave: bufalo, virus de la diarrea viral bovina, ELISA, Para.
INTRODUCAO

A diarreia viral bovina ou Bovine Virus Diarrhoea (BVD) pode provocar manifestacdes
clinicas que vao desde infeccGes agudas ate alteragdes reprodutivas, com destaque para baixa
eficiéncia reprodutiva, infertilidade, mortes embrionérias, repeticdo de cio, abortos,
nascimentos de bezerros com defeitos congénitos e desenvolvimento retardado (1,2,3),
incluindo infecgcbes pré-natais capazes de levar a um quadro possivelmente fatal denominado
“Doenga das Mucosas”.

No final da década de setenta e inicio dos anos oitenta, comecava-se a evidenciar a
circulagdo do virus da Diarreia Viral Bovina em bubalinos (4,5).

Flores et al. (6) ressaltam que nos paises livres de Febre Aftosa, BVDV é considerado o
agente viral mais importante de bovinos e tem sido alvo de numerosos estudos e programas.
Em bubalinos no Brasil, Lage et al. (7) ao efetuarem um levantamento sorolégico, chegaram a
uma prevaléncia da infeccéo de 52,7%. No continente africano e asiatico, estudos mostraram
uma soroprevaléncia de 52% nos bufalos examinados (8,9,10).
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A transmissdo da enfermidade pode ocorrer normalmente por contato direto com
portadores (corrimento nasal, saliva, sémen, fezes, urina e leite); via transplacentaria; por
meio de vacinas vivas modificadas ou vacinas contra outras enfermidades que estejam
contaminadas com BVDV; soro fetal que é usado em transferéncia de embrifes ou producao
de vacinas (2,11,12). Medidas de manejo tais como a compra de animais sem o conhecimento
do historico sanitério ou de vacinagdo, aquisi¢do de fémeas carregando fetos persistentemente
infectados (PI), pobre esquema de vacinacao e concentracdo de um grande nimero de animais
em areas relativamente pequenas, podem levar a uma facil disseminacdo do BVDV
(13,14,15).

De acordo com Sandvik (16), os ensaios imunoenzimaticos sdo métodos diagnosticos
capazes de detectar praticamente qualquer molécula imunoreativa. Sdo amplamente utilizados
para exames da infeccdo por BVDV em grandes rebanhos, pois ndo necessitam cultura
celular. Os resultados podem ser obtidos em algumas horas. Os testes sdo convenientes,
principalmente, para sangue e leite; a leitura é automatizada excluindo erros subjetivos.
Outros testes como a reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR) e a
imunohistoquimica sdo ferramentas importantes na investigacdo da circulacdo das estirpes
promotoras de infec¢Bes naturais tanto em bovinos quanto em bubalinos (17,18,19).

De acordo com Fredriksen et al. (20) e Beaudeau et al. (21), os testes ELISA indireto
que utilizam a proteina ndo estrutural, presente em todas as amostras virais, tem um papel
extremamente importante na sorologia da BVD, ja que demonstrariam com eficiéncia os
anticorpos originados por uma infeccdo, chegando a uma sensibilidade e especificidade de
96,9 % e 97,3 %, respectivamente. Os estudos soroepidemioldgicos para BVD no mundo e no
Brasil em sua maioria foram realizados utilizando a prova de soroneutralizacdo (SN), um teste
de especificidade e sensibilidade bastante comprovadas. No entanto, Flores et al. (22)
demonstraram que testes de SN utilizando virus de apenas um genétipo podem resultar em um
namero significativo de falsos—negativos.

Tendo em vista que existem poucas informacdes a respeito da diarreia viral bovina em
rebanhos bubalinos na regido norte, a presente pesquisa teve como objetivo evidenciar a
presenca de anticorpos contra BVDV em bubalinos criados no estado do Para.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas, por conveniéncia, 805 amostras de sangue de bubalinos das racas
Murrah, Mediterréeno, Carabao, Jafarabadi e mesticos, ambos os sexos, com idade superior a
doze meses, pertencentes a 44 rebanhos, trés mesorregides e 13 municipios do estado do Para.

As amostras de sangue foram colhidas pela puncdo da veia jugular com seringa tipo
Vacutainer e em seguida mantidas em refrigeracdo e transportadas até o laboratorio, onde
foram centrifugadas e 0s soros armazenados em tubos tipo Eppendorf a -20°C até o momento
do uso.

Para a deteccdo de anticorpos contra BVDV, foi utilizado um teste ELISA indireto
(“Bovine Virus Diarrhoea Virus BVDV-ab ELISA kit”¥). Todos os procedimentos foram
executados segundo a recomendacdo do fabricante. Os soros foram diluidos em duplicata na
diluicdo de 1:25. Nas placas, j& sensibilizadas com o antigeno NS2-3, foram adicionados 4 pL
de soro positivo e soro negativo em orificios da microplaca e 4 puL dos soros teste nos

4SVANOVA TM Biotech S — 751 83 Uppsala, Suécia
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orificios ordenados para este fim em duplicata. Apds 1 hora de incubagdo a temperatura de
37°C, as placas foram submetidas a um ciclo de trés lavagens e posteriormente foram
acrescentados 100 pL de conjugado em todos os orificios e incubou-se a 37°C por 1 hora,
novamente. Em seguida, outro ciclo de lavagens e, finalmente, a adi¢cdo do substrato em todos
os orificios seguida de nova incubacdo por 15 minutos. Adicionou-se 50 puL de solugdo “stop”
H2SO4 2M em todos os orificios, para posterior leitura em espectrofotdmetro, utilizando filtro
de 450 nandmetros.

Para fins de andlise estatistica, os municipios foram agrupados em trés mesorregides,
segundo 0 mapa politico do estado. Os resultados obtidos nas trés mesorregides foram
comparados pelo teste Qui-quadrado (x2) (p=0,05), procurando-se determinar diferencas entre
as regides estudadas (23).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas mesorregides nordeste e metropolitana de Belém os bubalinos eram vermifugados
e vacinados contra febre aftosa, clostridioses e raiva. No entanto, nos animais pertencentes a
mesorregido do Marajé ndo se conhecia o histdrico de sanidade dos animais. Nos rebanhos
bubalinos analisados ndo se adotava a vacinacdo contra BVDV. O rebanho foi considerado
positivo quando se detectou pelo menos um animal reagente para BVDV.

Os resultados obtidos (Tabela 1) demonstraram que anticorpos para a diarreia viral
bovina ocorrem nos rebanhos bubalinos dos municipios do estado do Pard. Dos treze
municipios investigados, 10 (77%) apresentaram pelo menos um animal positivo para
anticorpos BVDV.

Tabela 1. Frequéncias absolutas (f) e relativas (%) de animais positivos e negativos para
anticorpos BVDV em 13 municipios do estado do Para.

Municipio Animais Animais % Animais %
examinados negativos positivos
Belém 30 29 96,64 1 3,33
Benevides 15 15 100 0 0
Bujaru 12 12 100 0 0
Santa Isabel do Para 84 75 89,29 9 10,71
Castanhal 54 44 81,48 10 18,52
Moju 128 104 81,25 24 18,75
Peixe-boi 71 56 78,87 15 21,13
Cachoeira do Arari 52 48 92,31 4 7,69
Chaves 164 150 91,46 14 8,54
Ponta de Pedras 18 18 100 0 0
Salvaterra 32 21 65,62 11 34,38
Soure 54 41 75,93 13 24,07
Santa Cruz do Arari 91 79 86,81 12 13,19
Total 805 692 85,96 113 14,04

A andlise dos dados obtidos neste estudo por mesorregides revelou diferencas
estatisticamente significativas (y>=7,7, G.L=2, p=0,02) quando se comparam os resultados
obtidos entre as trés mesorregides.

Observou-se que entre a mesorregido metropolitana de Belém e Marajo ndo foi
encontrada diferenca estatisticamente significante (x%=1,02, G.L=1, p=0,31), entretanto, entre
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a mesorregido metropolitana de Belém e a mesorregido nordeste foi encontrada diferenca
estatistica significante (x2=6,75, G.L=1, p=0,009) e entre a mesorregido do Marajé e a
mesorregido nordeste constatou-se diferenca estatistica significativa (y?=4,32 G. L=1,
p=0,03).

Estudo semelhante foi realizado por Langoni et al. (24) em Séo Paulo, ao analisar 405
amostras sanguineas de bovinos por meio de um ELISA indireto comercial, em que foi
dividido os municipios em trés regides, sendo que ndo foram encontradas diferencas
significativas (33,3%) dos animais reagiram positivamente. No entanto, na Venezuela,
Obando et al. (25) também utilizando um ELISA indireto, evidenciaram 36% de
soropositividade, encontrando diferencas altamente significativas entre as cinco regides
estudadas.

A ocorréncia de animais reagentes para BVDV variou entre 10,26% e 19,60% (Tabela
2). Esses percentuais de bubalinos caracterizados reagentes para BVD foram inferiores ao
registrado em outras regides do Brasil, Minas Gerais (31,1% e 52,7%), Sao Paulo (39,2%),
Pernambuco (72,8%), Rio Grande do Sul (56%) e Goias (34,5%) (7,26,27,28,29).

Tabela 2. Frequéncias absolutas (f) e relativas (%) de bubalinos positivos e negativos para
anticorpos BVDV nas mesorregides estudadas.

Mesorregides Positivos Negativos x? p
f % f %
Metropolitana de Belém (n=195) 20 10,26b 175 89,74 7,7 0,02
Marajo (n=411) 54 13,14b 357 86,86
Nordeste (n=199) 39 19,60a 160 80,40
TOTAL 113 14,04 692 85,96

n NUmero de animais examinados por mesorregiao
% seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste y?a 0,05

Na analise dos rebanhos, verificou-se que de 44 rebanhos examinados, 24 (54,5%)
apresentavam no minimo um animal soropositivo (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncias absolutas (f) e relativas (%) de rebanhos bubalinos positivos e
negativos para anticorpos BVDV nas mesorregides estudadas.

Mesorregides Positivos Negativos X2 p
f % f %

Metropolitana de Belém (n=11) 06 54,5 05 454 10 0,60

Maraj6 (n=26) 13 50 13 50

Nordeste (n=7) 05 71,4 02 28,5

Total 24 54,5 20 45,4

n= Numero de rebanhos examinados por mesorregiao

Levando-se em consideracdo que rebanhos infectados ndo apresentam o mesmo padréo
regional de disseminacdo do BVDV (14), as diferencas observadas na literatura e, aquelas
observadas nas regifes estudadas, tais como, influéncias climaticas, manejo, tamanho dos
rebanhos, viruléncia do BVDV, poderiam explicar as discrepancias observadas.

A mesorregido metropolitana de Belém e a regido do Marajé apresentam clima e
manejo distintos, portanto diferencas poderiam ocorrer quando os dados fossem confrontados,
entretanto, estas diferencas foram destituidas de significado estatistico.

O Marajo apresenta tipo climatico Ami, caracterizado pela ocorréncia de duas estagdes
bem distintas, uma seca, de julho a dezembro, e outra chuvosa, de janeiro a junho (30). Os
animais sdo criados sem nenhuma tecnologia e vivem principalmente do pastejo, 0 que
acarreta baixa produtividade. Ocorre a predominancia de manejo extensivo, 0 que proporciona
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uma maior separacdo dos animais, sugerindo um obstaculo a plena dispersao do virus, ja que
0 mesmo € bastante sensivel as condi¢des ambientais (2,31).

Na mesorregido metropolitana de Belém o tipo climético é do Afi, sem um periodo seco
definido e o tipo de criacdo era semi-intensivo, ocorrendo uma maior aglomeracdo dos
animais. Entretanto, nas propriedades analisadas 0 manejo sanitario era relevante, dificultando
a disseminacdo do agente viral.

A regido metropolitana da cidade de Belém e a regido nordeste do estado, apesar de
apresentarem em geral, 0s mesmos tipos climaticos, ndo demonstraram um padrdo de manejo
sanitario, dentro do sistema de criagdo semi-intensivo. Assim, diferentemente do observado
nas fazendas da regido metropolitana, as propriedades da mesorregido nordeste 0 manejo
sanitario era praticamente inexistente e, nestas fazendas, a aglomeracdo dos animais pode ter
facilitado a transmissdo do virus pelos animais infectados (11,15,32), podendo assim
justificar, ndo s6 a diferenca entre a area metropolitana de Belém (10,26%) e a regido nordeste
(19,60%), mas também a encontrada entre a regido nordeste e Marajo (13,14%).

Apesar do estado do Para ser detentor de um rebanho bubalino estimado em 507.882
cabecas (33) e da atividade estar em expansdo, o0 controle sanitario dos animais ainda é
deficiente nas areas estudadas. Assim, animais sao comprados e vendidos sem qualquer tipo
de quarentena ou histérico de sanidade e, em muitos casos, a separacdo fisica entre as
propriedades é precaria, 0 que certamente contribui para a circulacdo do BVDV nos rebanhos
analisados. Vale ressaltar, a possibilidade da existéncia de bubalinos Pl como principal fonte
de infeccdo e reservatdrio do virus (19).

O teste ELISA utilizado nesse trabalho era de natureza comercial, sendo 0 mesmo
empregado pela Noruega no seu programa de erradicacdo da doenca em bovinos (34). Os
estudos soroepidemiolégicos para BVD no mundo e no Brasil em sua maioria foram
realizados utilizando a prova de soroneutralizacdo, um teste de sensibilidade e especificidade
bastante comprovadas. No entanto, Flores et al. (22) demonstraram que testes de SN
utilizando virus de apenas um genoétipo podem resultar em um ndmero significativo de falso-
negativos. O teste ELISA, empregado no presente estudo mostrou-se como uma alternativa
para o diagndstico sorologico de grandes efetivos bubalinos, capaz de detectar anticorpos
especificos contra 0 BVDV e fornecer dados preliminares sobre a doenca no estado.

CONCLUSAO

A diferenca encontrada entre as frequéncias de ocorréncia de anticorpos contra BVDV
guando comparada as mesorregides do estado, sugere que existem diferentes fatores
envolvidos na exposi¢do dos animais nos diferentes rebanhos. Estudos relacionados a fatores

de risco sdo imprescindiveis para esclarecer tais divergéncias e determinar quais sdo as
medidas de controle mais indicadas.
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TRANSFUSAO!
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RESUMO

E de extrema importancia para a medicina transfusional que haja seguranca no procedimento
de transferéncia de hemocomponentes, minimizando a ocorréncia da transmissdo de
patdgenos. O presente trabalho investigou a eficiéncia da luz ultravioleta e riboflavina na
inativacdo de Leishmania infantum chagasi em amostras de sangue canino, colhidas em
bolsas plasticas para transfusdo. Para detectar as bolsas de sangue positivas a serem utilizadas
no experimento, foi realizada PCR convencional de sangue de bolsas colhidas de animais
sintomaticos, positivos na puncdo aspirativa de linfonodo e na RIFI (titulo 1:640),
procedentes do CCZ de regido epidémica para a enfermidade. Apdés 21 dias de
armazenamento em temperatura de 4°C, o sangue canino parasitado foi adicionado de
riboflavina na concentracdo final de 50uM. Posteriormente, a bolsa foi colocada no
iluminador a um comprimento de onda de 365 nm de luz UV por 30 e 45 minutos, sendo
mantida sobre um homogeinizador de bolsa de sangue. Para comprovar a inativacao, foram
utilizados 28 hamsters (Mesocricetus auratus), machos e adultos. Sete animais foram
inoculados com o sangue sem tratamento (grupo leishmaniose: GL); sete, com sangue apds a
adicdo de riboflavina (grupo riboflavina: Ggrs); sete, com sangue apds tratamento com
riboflavina associado a luz ultravioleta por 30 minutos (grupo tratado 1: Grao) € Sete, com
sangue apds tratamento com riboflavina associado a luz ultravioleta por 45 minutos (grupo
tratado 2: Gmss). Os animais foram mantidos durante 120 dias em caixas para hamsters no
Infectério da area de Zoonoses e Saude Publica da FMVZ, Unesp, Botucatu-SP, e
acompanhados clinicamente. O sangue dos hamsters foi colhido por punc¢éo intracardiaca para
realizacdo dos exames soroldgicos e moleculares. Baco, figado e medula 6ssea foram
extraidos apds a necropsia, foram macerados, sendo a medula dssea obtida ap6s a maceracao
do osso esterno, e foi realizada extracdo do DNA para realizacdo da PCR convencional e
gPCR. O sangue parasitado ndo perdeu a capacidade de produzir a infec¢do apds o periodo de
armazenamento (21 dias). Os hamsters inoculados com sangue tratado com riboflavina e luz
UV por 30 e 45 minutos apresentaram PCR positiva, apesar dos animais nao apresentarem
sinais clinicos da enfermidade. Na qPCR, pode-se identificar que a associacdo da riboflavina
com a luz UV reduziu a carga parasitaria, porém, ndo eliminou completamente os parasitas,
demonstrando a importancia de testes laboratoriais para diagnostico da leishmaniose na
selecdo de doadores de sangue.

Palavras-chave: Leishmania infantum chagasi, leishmaniose, luz UV, vitamina B2, sangue.
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ACTION OF ULTRAVIOLET LIGHT AND RIBOFLAVIN IN THE INACTIVATION
OF LEISHMANIA IN CANINE BLOOD STORED IN BAGS FOR TRANSFUSION

ABSTRACT

It is extremely important for the transfusion medicine the safety in blood components transfer
procedure, minimizing the occurrence of pathogen transmission. This study investigated the
efficiency of ultraviolet light and riboflavin in the inactivation of Leishmania infantum
chagasi in canine blood samples collected in plastic bags for transfusion. To detect positive
blood bags to be used in the experiment, it was performed conventional PCR of the bags
collected from symptomatic animals, with positive aspiration of lymph node and IFA (title 1:
640), from an epidemic region for the disease. After 21 days of storage at 4°C, parasitized
canine blood riboflavin was added to a final concentration of 50uM. Thereafter, the bag was
placed in the illuminator at a wavelength of 365 nm UV light for 30 to 45 minutes and
maintained over a homogenizer blood bag. To prove the inactivation, they were used 28
hamsters (Mesocricetus auratus), adult, male. Seven animals were inoculated with the blood
without treatment (group leishmaniasis: GL); seven, with blood after the addition of riboflavin
(riboflavin group: Grg); seven, with blood after treatment with riboflavin associated with
ultraviolet light for 30 minutes (treated group 1: GTso) and seven, with blood after treatment
with riboflavin associated with ultraviolet light for 45 minutes (treated group 2: GTass). The
animals were kept for 120 days in boxes for hamsters in Infectorio of Zoonoses and Public
Healthy, FMVZ, Unesp, Botucatu, and followed clinically. The blood of hamsters was
collected by intracardiac puncture for realization of serological and molecular tests. Spleen,
liver and bone marrow were extracted after the autopsy, were macerated, and the bone
marrow obtained after maceration of the sternum, and DNA extraction was performed to
make conventional PCR and qPCR. The parasitized blood has not lost the ability to cause
infection after the storage period (21 days). The hamsters inoculated with blood treated with
riboflavin and UV light for 30 and 45 minutes were PCR positive, while hamsters not
showing clinical signs of the disease. In gPCR, it was identified the association of riboflavin
with UV light had reduced the number of Leishmania, but did not completely eliminate the
parasites, demonstrating the importance of laboratory diagnosis of leishmaniasis tests in the
selection of dogs as blood donors.

Keywords: Leishmania infantum chagasi, leishmaniasis, UV light, vitamin B2, blood.

ACCION DEL LUZ UV Y RIBOFLAVINA EN INACTIVACION DA LEISHMANIA
EN SANGRE CANINO MANTENIDO EN BOLSAS DE TRANSFUSION

RESUMEN

Es extremadamente importante para la medicina de transfusién tener seguridad en
procedimiento de transferencia de componentes de la sangre, lo que minimiza la aparicion de
transmision de patdgenos. Este estudio investigd la eficacia de la luz ultravioleta y riboflavina
en la inactivacion de Leishmania infantum chagasi en muestras de sangre de perros recogidos
en bolsas de plastico para la transfusion. Para detectar bolsas de sangre positivos para ser
utilizado en el experimento se realizé PCR convencionales de las bolsas tomadas de animales
sintomaticos, la aspiracion positiva de los ganglios linfaticos y IFA (titulo de 1: 640) a partir
de CCZ Aracatuba-SP. Despues de 21 dias de almacenamiento a 4°C la sangre canina
parasitada se afiadio a riboflavina a una concentracién final de 50uM. A partir de entonces, la
bolsa fue colocada en el iluminador a una longitud de onda de 365 nm de luz UV durante 30 a
45 minutos y se mantuvo sobre uno homogeneizador de bolsa de sangre. Para demostrar la
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inactivacion se usaron 28 hamsteres (Mesocricetus auratus), machos, adultos. Siete animales
fueron inoculados con la sangre sin tratamiento (grupo de leishmaniasis: GL); siete de sangre
después de la adicién de riboflavina (grupo de riboflavina: Grg); siete de sangre después del
tratamiento con riboflavina asociada con luz ultravioleta durante 30 minutos (grupo tratado 1:
GTa0) y siete con la sangre después del tratamiento con riboflavina asociada con luz
ultravioleta durante 45 minutos (grupo tratado 2: GTas). Los animales se mantuvieron durante
120 dias en cajas de los hamsters en Infectério de Zoonosis Area FMVZ, UNESP, Botucatu y
seguidos clinicamente. La sangre de hamsters se recogié por puncién intracardiaca para la
determinacion de las pruebas seroldgicas y moleculares. Bazo, higado y médula 0sea se
extrajeron después de la autopsia, se maceraron, y la médula 6sea obtenida después de la
maceracion del esternén, y la extraccion de ADN se realizd para llevar a cabo PCR
convencional y gPCR. La sangre parasitada no ha perdido la capacidad de producir la
infeccion despues del periodo de almacenamiento (21 dias). Los hamsteres inoculados con
sangre tratado con riboflavina y luz ultravioleta durante 30 y 45 minutos fueron PCR positiva,
aunque los animales no presentaran signos clinicos de la enfermedad. En gPCR puede
identificar que la combinacion de riboflavina con luz UV redujo el nimero de Leishmania, la
reduccion de la carga parasitaria, pero no elimino completamente los parasitos, lo que
demuestra la importancia del diagnoéstico de laboratorio de pruebas de leishmaniasis en la
seleccién de los donantes de sangre.

Palabras clave: Leishmania infantum chagasi, leishmaniasis, luz UV, vitamina B2, sangre.
INTRODUCAO

A transmissdo de enfermidades infecciosas pela transfusdo sanguinea é bem
documentada em Medicina Veterinaria. A triagem dos doadores para as principais doencas
gue podem ser veiculadas pelo sangue é de extrema importancia para ndo piorar a condicao
clinica do receptor. Existe um risco muito elevado de transmissdo de agentes infecciosos,
devido ao longo periodo de incubacdo e persisténcia da enfermidade sem sinais clinicos
evidentes em animais infectados, existindo assim a probabilidade destes agentes
permanecerem viaveis no sangue estocado (1,2).

Os procedimentos de inativacdo de agentes patogénicos tém uma ampla atividade
antimicrobiana, preservando todos os componentes do sangue e representando uma
abordagem proativa para a seguranca do sangue. O desafio da inativacdo de patdgenos é
reduzir o maior nimero de potenciais agentes patogénicos do sangue, sem comprometer
significativamente os constituintes celulares ou proteinas ou introduzir alguma toxicidade
nova, carcinogenicidade, ou teratogenicidade (3).

As mais promissoras abordagens para a tentativa de inativacdo, até o0 momento, sao
métodos que tém por alvo o impedimento da replicacdo do patdgeno no genoma de virus,
bactérias e protozoarios (tratamento com riboflavina e luz ultravioleta, azul de metileno e
Psoralen) (4).

O tratamento de bolsas de sangue para transfuséo pela associacao riboflavina (RB) e luz
UV tem se mostrado muito eficaz em estudos in vitro (5). O conhecimento do perfil
toxicoldgico da riboflavina e de seus derivados, sua grande utilizacdo na dieta, assim como o
uso de um foto sintetizador eficaz na inativacdo de patdgenos, torna este procedimento
promissor para ser utilizado no sangue e seus derivados (6,7).

Sua acdo como agente inativador em componentes labeis tem sido extensamente
estudada, com reducgdes de 4 a 6 log nos titulos de virus (intra e extracelulares) e bactérias,
sem efeitos consideraveis sobre as plaquetas ou fatores de coagulacdo (4). Cardo et al. (8),
utilizando riboflavina e luz UV, obtiveram uma reducéo de 5 log de Leishmania donovani
infantum em cinco de seis unidades de plasma e de 7 log na unidade restante. Além disto,
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demonstrou uma reducéo de 5 log de Leishmania em cinco de seis unidades de plaquetas, e de
6 log na unidade restante.

A riboflavina (vitamina B2) participa em varias reacdes de 6xido-reducéo celular, além
de possuir importante papel na estrutura de varias enzimas. Por ser altamente solUvel, penetra
rapidamente na célula. Desde a década de 60 ja se conhecia a sua agdo inativadora na
presenca de luz visivel ou UV. Possui capacidade de agir como um fotossensibilizador
causando danos seletivos aos acidos nucleicos, apos exposicdo a luz UV, sem se ligarem as
células e proteinas (9). A RB se associa aos acidos nucleicos e intercede um processo de
transferéncia de elétrons oxigénio-independente que leva a modificacdo dos acidos nucleicos,
principalmente sobre os residuos de guanina, bem como a conversdo da riboflavina ao seu
fotoproduto lumichromo (10).

A utilizagdo de luz UV, sem a adi¢do de riboflavina, causa dano reversivel ao acido
nucleico. Porém, os danos induzidos pela RB s&o irreversiveis, pois 0s processos de
replicacdo e reparacdo sdo prejudicados devido a modificacdo da base guanina (11). O
numero de lesdes ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente uma em cada 350 pares
de base (bp) (12). O dano em &cido nucleico pode ser menos frequente em DNA mitocondrial,
conforme mostrado por Janetzko et al. (13).

O presente trabalho investigou a efic&cia do tratamento com riboflavina associada a luz
ultravioleta na inativacdo da Leishmania infantum chagasi em sangue canino conservado,
evitando que este agente patogénico possa ser transmitido em procedimentos de transfuséo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 caninos, adultos, de idade e sexo variavel, sem raca definida,
naturalmente infectados por Leishmania infantum chagasi, sintomaticos, oriundos do Centro
de Controle de Zoonoses de regido epidémica para a enfermidade.

A triagem dos animais foi realizada por exames parasitoldgicos: puncdo aspirativa do
linfonodo popliteo e esfregaco de ponta de orelha, com presenca de formas amastigotas livres
ou no interior de macrofagos. Além disto, para selecionar os cdes, foi utilizado o teste rapido
imunocromatografico Kalazar Detect®, baseado na detecgdo de anticorpos contra o antigeno
rkK39 da Leishmania sp. Apos isto, foi realizada a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para L. infantum chagasi para avaliagdo do titulo de anticorpos do sangue das
respectivas bolsas e todas as amostras apresentavam titulos de 1:640.

Os animais parasitologicamente positivos e sororeagentes, receberam uma pré-anestesia
com acepromazina (0,055mg/kg/IV), seguida, de uma inducdo e manutencdo anestésica com
pentobarbital sédico (15mg/kg/IV); sendo, entdo, colhidos 450mL de sangue por puncdo da
veia jugular. Com os cées ainda em plano anestésico, foi aplicada uma ampola de cloreto de
potéssio a 19,1%, por via intravenosa, em cumprimento ao Decreto no. 51.838 do Senado
Federal, de 14 de margo de 1963, o qual estabelece que animais domésticos portadores de
leishmaniose devem ser submetidos a eutanasia. O método de eutanasia empregado segue as
recomendacdes da Resolucdo n°1000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria. Depois da colheita as amostras foram refrigeradas para transporte,
sendo mantidas no refrigerador a temperatura de 4°C, durante 21 dias.

No protocolo de fotoinativacdo utilizado, as hemacias foram combinadas com uma
solugdo de riboflavina a 500uM/L em solucdo salina 0,9%, obtendo-se uma concentracdo
final de 50uM, com pH ajustado para 4,0 a 5,0, sendo preparada e autoclavada em frasco
ambar, conforme descrito por Ruane et al. (14) e Cardo et al. (15).

4 Kalazar Detect®, InBios International, Inc. 562 1%t Ave. South, Suite 600. Seattle, WA 98104, USA.
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Para avaliar a transmitancia das bolsas a serem utilizadas durante o procedimento foram
usadas duas marcas distintas (JP®° e Fresenius Kabi®® - FK) de bolsa tripla para transfuséo,
sendo medidas as transmitancias da bolsa principal (hemacias) e das satélites (bolsas para
plasma e plaquetas). O material que permitiu maior passagem da luz foi a bolsa de plasma da
marca Fresenius Kabi®, sendo esta a selecionada para o procedimento de fotoinativacio no
presente trabalho.

As bolsas foram fracionadas e 100 mL de sangue total apds a adicdo da RB foram
colocadas no iluminador DNA Workstation’ até atingir 60J/mL (16). A mistura foi exposta a
luz UV na faixa de 365nm, conforme indica Goodrich et al. (17). O tempo de exposicéo a luz
ultravioleta foi de 30 e 45 minutos.

Seltsam e Muiller (18) obtiveram melhores resultados na irradiacdo de luz UV quando,
durante o procedimento, a bolsa de sangue estava sob agitacdo, por isso, durante o
procedimento a bolsa esteve sob um homogeinizador de bolsa de sangue tipo gangorra
modelo HOMBOL-061, Benfer®,

Para detectar as bolsas de sangue positivas a serem utilizadas no experimento, foi
realizado PCR convencional das bolsas colhidas dos animais do grupo leishmaniose.

O DNA foi extraido de 200uL do sangue coletado das bolsas, utilizando-se o IllustraTM
Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare®), conforme instrucdes do fabricante,
sendo posteriormente armazenado em microtubos estéreis livres de DNAses e RNAses e
mantido a -20°C até a realizagdo da técnica de PCR.

As reacOes de PCR foram realizadas em microtubo de 0,5mL com volumes totais de 25
ML contendo tampdo de reagdo 10mM Tris HCI pH 8.0, 50mM KClI, 1,5mM MgCI2, 0,2mM
dNTP, 10pM de cada primer, 0,2 unidades de Taq Platinum (Invitrogen) e 10ng de DNA
gendmico. A incubacio foi realizada em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf®)
com o seguinte perfil de ciclagem: desnaturacdo de 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos
a 94°C durante 30 segundos, 59°C durante 30 segundos e 72°C durante 30 segundos e uma
extensdo final de 70°C durante 10 minutos. Para amplificagdo foram utilizados os primers:

LC14 250-273 (5’- CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG-3")
LC15416-439 (5’-TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA-3’)

Estes primers foram desenhados e testados no laboratério de Biologia Molecular
Aplicada as Zoonoses do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO), por meio de analise
nos programas Primer3 e PrimerBLAST, direcionados para o gene “Leishmania infantum
chagasi kinetoplast minicircle DNA”, AF169138.1 disponivel [GenBank]. Nessa reagdo, 0
produto resultante apresentou 190 pares de base (pb), que correspondem a amplificacdo de
segmento contendo regido especifica de minicirculo do kDNA de L. infantum chagasi.

Os produtos amplificados foram identificados em eletroforese em gel de agarose a
1,5%. Sendo utilizados como controles positivos DNAs da cepa ATTC amplificada de L.
infantum chagasi, e como negativos (agua MilliQ + MIX-PCR). A visualiza¢do das bandas no
gel e a fotodocumentagéo foram realizadas em transiluminag&o com luz ultravioleta (296nm).

Apbs a analise dos resultados, foi selecionada a bolsa de sangue nimero trés, onde foi
amplificado o DNA do parasita por PCR convencional durante todo o periodo de conservacao
(21 dias), com o objetivo de utilizar a bolsa do animal com a maior carga parasitaria
(43,04/puL). O animal apresentava-se sintomatico no momento da colheita, com areas de
alopecia ao redor dos olhos, onicogrifose e caquexia.

5 JP IndUstria Farmacéutica S.A., Av. Presidente Castelo Branco 999. Ribeirdo Preto/SP, Brasil.
6 Fresenius Kabi Brasil Ltda, Av. Marginal Projetada 1652, Fazenda Tamboré, Barueri, SP.

7 Loccus Biotecnology - Loccus, Sao Paulo, SP.

8 Benfer Produtos para laboratérios, Rua Padre Agostinho Poncet 74. Sdo Paulo, SP.
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Apbs a adicao da riboflavina (RB) e ap0s os tratamentos pela luz UV por 30 minutos e
45 minutos, as amostras se mantiveram positivas na PCR sendo, portanto, necessaria a
inoculacdo em hamster.

Foram utilizados 28 hamsters (Mesocricetus auratus), machos, adultos, que receberam
por via intraperitoneal 3,5mL do sangue (2) obtido de cdo com leishmaniose; sendo sete
animais inoculados com o sangue sem tratamento (grupo leishmaniose: GL); sete com sangue
apos a adigdo de riboflavina (grupo riboflavina: Ggre); sete com sangue apds tratamento com
riboflavina associada a luz ultravioleta por 30 minutos (grupo tratado I: Gtso) e sete com
sangue apds tratamento com riboflavina associada a luz ultravioleta por 45 minutos (grupo
tratado Il: Gas).

Os animais foram mantidos durante 120 dias em caixas para hamsters® no Infectorio da
area de Zoonoses e Saude Publica da FMVZ-Unesp, Botucatu/SP, recebendo &gua e racdo
Presence® linha roedores®® ad libitum.

Os hamsters inoculados foram acompanhados clinicamente e sacrificados decorridos
120 dias, utilizando protocolo de Hochman et al. (19).

O sangue dos hamsters foi colhido por puncéo intracardiaca para realizacdo dos exames
soroldgicos e moleculares. Baco, figado e medula 6ssea foram extraidos ap0s a necropsia,
para confeccdo de laminas pelo método de aposicdo de tecido (imprinting), e subsequente
coloracdo pela técnica de Giemsa para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.,
sendo consideradas positivas caso apresentassem pelo menos uma forma amastigota
fagocitada ou livre.

Em seguida, os 6rgdos (bago, figado e osso) foram macerados, sendo a medula déssea
obtida apds a maceracdo do 0sso esterno, e foi realizada extracdo do DNA para realizacdo da
PCR no laboratério de Biologia Molecular Aplicada as Zoonoses do Nucleo de Pesquisas em
Zoonoses (NUPEZO).

O DNA foi extraido de 200 puL do sangue coletado, utilizando-se o IllustraTM Blood
Genomic Prep Mini Spin Kit, e de amostras de tecido dos hamsters (baco e figado) utilizando-
se lllustraTM Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin Kitll. As amostras de 0sso foram
extraidas utilizando-se o kit Multi-Source Axygen com prévia etapa de maceracdo em
nitrogénio liquido. O material genético extraido foi armazenado sob congelamento a —20°C,
até o momento da realizacdo das provas biomoleculares. Controles positivo (DNA da cepa
ATTC amplificada de L. infantum chagasi) e negativos (agua MilliQ) foram adicionados a
cada bateria de extracao.

Os primers LC14 e LC15 utilizados foram desenhados e testados no laboratério de
Biologia Molecular Aplicada as Zoonoses do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO),
por meio de analise nos programas Primer3 e PrimerBLAST, direcionados para amplificar um
fragmento de 190 pares de base (pb) do segmento contendo regido especifica de minicirculo
do kDNA de Leishmania infantum chagasi, AF169138.1 - disponivel [GenBank].

O DNA extraido das amostras de hamsters foi amplificado por meio de PCR em Tempo
Real para a determinacdo da carga parasitaria, por meio do sistema SYBR®Green, em
termociclador StepOne™ Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems). Para a
realizacdo da curva-padrdo, foram utilizadas amostras de DNA de ATTC nas concentragdes
decrescentes de 10°, 10° 10% 10%, 107, 10 parasitas/mL, todas analisadas em triplicata. Os
dados foram coletados e analisados com o Step One™ Software v2.11%. Para todas as anéalises
considerou-se slope (-3,380 a -3,300), R2 (0,982 a 0,999) e eficiéncia (98 a 104%) em
intervalos aceitaveis para acurada analise dos resultados.

Os resultados foram submetidos a andlise descritiva e a comparagdo entre 0s grupos
leishmaniose (GL), riboflavina (Grs), tratado 1 (Grao) e tratado 2 (Grss) foi realizada por meio

9 Caixa de polipropileno. Elo’s Com. e Repres. de Aparelhos para Laboratérios de Biotérios Ltda.
10 Presence Nutrigcdo Animal, Av. Professor Benedito Montenegro s/n, Bairro Betel, Paulinia/SP, 13140-000.
11 Life Technologies, EUA.
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de andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para comparacdo de médias.
Os valores da carga parasitaria foram transformados em logaritmos, com o objetivo de atingir
tanto a homogeneidade de variancias, como a normalidade de distribuicdo. Para as
caracteristicas qualitativas foi utilizado o teste de qui-quadrado. Os resultados foram
discutidos ao nivel de 5% de significancia, segundo Sampaio (20).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Proximo ao final do experimento (120 dias), os animais dos grupos leishmaniose e
riboflavina apresentaram emagrecimento aparente, quando comparados aos demais grupos.

Durante a necropsia dos hamsters, realizada para colheita dos 6rgdos (baco, figado e
medula 6ssea) obteve-se 0s seguintes resultados: 100% dos animais dos grupos leishmaniose
e riboflavina apresentaram esplenomegalia, 50% dos hamsters destes dois grupos
apresentaram hepatomegalia e 42% dos animais do grupo leishmaniose apresentaram ascite.
Os hamsters do Gr3o e Grss N30 apresentaram sinais e sintomas durante o periodo de
observacao.

No presente trabalho ap6s 120 dias os hamsters do grupo leishmaniose apresentaram
hepatoesplenomegalia e ascite. Lei et al. (21) inocularam hamsters com L. infantum chagasi
pela veia safena e em aproximadamente 15 semanas (105+£22,2 dias), 0s animais apresentaram
pele enrugada, aumento de volume abdominal devido a hepatoesplenomegalia, e/ou ascite.
Freitas et al. (2) realizaram inoculacdo de sangue total de cdo com leishmaniose e de
concentrado de células mononucleares isoladas infectadas por Leishmania em hamsters e
observaram que ap0s inoculacdo de sangue total de cdo com leishmaniose 0s sinais e sintomas
clinicos nos hamster foram mais evidentes, apresentando aumentos varidveis no baco, no
figado e de ganglios linfaticos mesentéricos, bem como presenca de liquido ascitico em
alguns casos.

Dessa forma, pode-se dizer que no sangue canino da bolsa trés utilizado para inoculacao
nos hamsters dos grupos G. e Grs, havia leishmanias e que essas foram transmitidas. O
volume de sangue canino utilizado para inoculacdo dos hamsters no experimento (3,5mL)
demostrou que o parasita Leishmania infantum chagasi pode ser experimentalmente
transmitido pelo sangue total de cdes naturalmente infectados para seus os receptores
(hamsters sensiveis).

Esse é um achado importante, dado ao amplo uso de transfusfes de sangue na Medicina
Veterinaria. Além disso, no Brasil, geralmente a terapia pelo sangue envolve o uso de sangue
total e de cdes doadores escolhidos aleatoriamente, sem o diagnéstico laboratorial para
leishmaniose.

Segundo Fast et al. (22), a acdo da RB associada a luz UV resulta na inibicdo das
citocinas/quimiocinas, por isso, hipotetizou-se que esse € o motivo, os hamsters do presente
estudo receberam sangue tratado, ndo apresentaram sinais e sintomas clinicos, associado a
baixa carga parasitaria.

Segundo Goto e Lindoso (23), o hamster mimetiza a patogenia e a clinica da doenca
humana e canina, manifestando a hepatoesplenomegalia e supressé@o da resposta das células T.
Portanto os animais dos grupos tratados Grso e Gr4s podem ndo ter desenvolvido a doenca
clinica pela supressédo da resposta imune mediada por linfocitos T, que segundo Rosypal et al.
(24) interagem com o0s macrofagos parasitados. Estudos realizados por Guarga et al. (25) em
cdes sintomaticos provenientes da regido do Mediterraneo com LV revelaram que a auséncia
de resposta celular esta relacionada com a diminuigdo dos niveis de CD4+ e altos titulos de
anticorpos. Ainda de acordo com esses autores (24), os macrofagos infectados tém capacidade
reduzida de interagir com linfécitos T, o que interfere na liberacdo de interferon-gama e
promovem a destruicdo do parasito.
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Dos sete hamsters inoculados do grupo leishmaniose somente um foi negativo, ndo
sendo encontradas formas amastigotas do agente em imprinting dos 6rgdos avaliados (medula
0ssea, baco e figado), sendo, portanto 83% dos animais positivos para Leishmania. O mesmo
ocorreu no grupo riboflavina. Porém dos sete animais do grupo tratado | e dos sete do grupo
tratado I, quatro em cada grupo foram positivos na pesquisa de formas amastigotas de
leishmanias (57%) em pelo menos um dos 6rgdos linfoides, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando se compara GL e Grs com 0s grupos tratados
com riboflavina associada a luz ultravioleta (Grso € Gss).

Mesmo apoés o tratamento com riboflavina associada a luz UV nos grupos Grzo € Gras,
em 57% dos animais em cada grupo detectaram-se as formas amastigotas no esfregaco
sanguineo, indicando que a técnica ndo eliminou completamente os parasitas.

Quando avaliados os 6rgdos linfoides separadamente, formas amastigotas de LV foram
encontradas em imprinting da medula 6ssea dos hamsters no grupo leishmaniose, sendo que
86% das amostras eram positivas e 14% negativas; no grupo riboflavina 71% eram positivas e
29% negativas; no tratamento com associacgdo de riboflavina e luz UV por 30 minutos (grupo
tratado 1) 29% eram positivas e 71% das laminas eram negativas e no tratamento com
associacdo de riboflavina e luz UV por 45 minutos (grupo tratado I1) 14% eram positivas
enquanto que em 86% das laminas nao foi encontrado o parasita. Essa menor porcentagem de
laminas positivas para L. infantum chagasi foi estatisticamente significativa (p<0,05) quando
se compara 0s grupos tratados com luz UV por 30 e 45 minutos com os grupos leishmaniose e
riboflavina.

Formas amastigotas de Leishmania sp. foram encontradas no imprinting de baco, ndo
havendo diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Sendo a porcentagem de amostras
positivas 71% e a porcentagem de amostras negativas 29% no grupo leishmaniose e 57%
positivas e 43% negativas, nos grupos riboflavina, tratado | e tratado I1.

Formas amastigotas de Leishmania sp foram encontradas no imprinting de figado, ndo
havendo diferenca entre os grupos (p>0,05), sendo que 14% das amostras eram positivas e
86% negativas no GL, 29% das amostras eram positivas e 71% negativas no Gre, 29% das
amostras eram positivas e 71% negativas no Gr3o € 14% das amostras positivas e 86%
negativas no Grss.

A pesquisa de amastigotas foi positiva no baco na maioria dos animais infectados,
independente do grupo inoculado com sangue de canino com leishmaniose, confirmando as
observac@es de outros autores em infec¢fes experimentais, € em casos caninos € humanos de
leishmaniose visceral submetidos a necropsia (26,27,28). De acordo com Singh e Sivakumar
(27), em caes, a sensibilidade é maior quando se utiliza aspirado esplénico. Segundo Zijlstra
et al. (26) o diagndstico da doenca nos cdes pode ser feito pela demonstracdo das formas
amastigotas em aspirados de linfonodos, medula 6ssea e baco, com sensibilidade de 58, 70 e
96% respectivamente.

A pesquisa de formas amastigotas nos imprintings dos érgdos linfoides dos hamsters
dos grupos G, Grs, Gt3o € GTs4s serviu para diagnosticar a LV. Para Ferrer (29) uma das
formas mais segura de diagnostico de leishmaniose visceral é a observacdo direta de formas
amastigotas do parasita em imprintings de linfonodos, medula 0ssea, aspirado esplénico,
bidpsia hepatica e esfregagos sanguineos. Para Slappendel e Ferrer (30) a especificidade deste
método € virtualmente 100%, mas dependendo do tempo despendido procurando o parasita a
sensibilidade passa a ser de no maximo 80% em animais sintomaticos e menor em cées
assintomaticos.

Os sete hamsters inoculados do grupo leishmaniose tiveram todas as amostras de sangue
negativas na PCR convencional, enquanto 100% das amostras de medula 6ssea e bago foram
positivas. No figado a PCR foi positiva em 42% das amostras. Isto ocorreu porgque 0s animais
ndo estavam mais em parasitemia, devido ao tempo transcorrido entre a inoculagcdo e a
obtencédo do sangue (120 dias), estando os parasitas nos 6rgdos linfoides.
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No grupo riboflavina 28% das amostras foram positivas pela PCR convencional no
sangue, 71% no bago e no figado e 86% foram positivas na medula déssea. Este grupo se
comporta de forma semelhante ao Gy, ja que a riboflavina utilizada sem a associagdo com a
luz UV, ndo apresenta sua agédo inativadora de agir como um fotossensibilizador, e desta
forma segundo Marschner e Goodrich (9) ndo provoca os danos seletivos aos acidos nucleicos
esperados.

Dos hamsters que receberam sangue tratado com riboflavina e luz ultravioleta por 30
minutos (tratado 1), 28% das amostras foram positivas para PCR no sangue, 100% positivas
no baco e medula 6ssea e 71% no figado. Mesmo apds o tratamento com riboflavina
associada a luz UV por 30 minutos os animais apresentaram diagndstico laboratorial positivo,
e quando realizada a técnica da PCR convencional, pode-se observar DNA do parasita no
sangue, baco, medula éssea e figado, indicando que o tratamento ndo eliminou completamente
0 parasita.

Os animais que receberam sangue tratado com riboflavina associada a luz UV por 45
minutos (tratado 2) apresentaram porcentagem de positivos na PCR convencional de 28% no
sangue e 100% no baco, figado e medula 6ssea. Mesmo ap6s o tratamento com RB e 45
minutos de luz UV os animais apresentaram diagnostico laboratorial positivo, podendo-se
observar DNA do parasita no sangue, baco, medula éssea e figado, pela PCR convencional,
indicando que o tratamento assim como no grupo Grso ndo eliminou completamente o agente.

Para o diagnostico realizado por PCR convencional a utilizagdo dos protocolos de luz
UV (30 e 45 minutos) ndo revelou diagndstico negativo, sendo necessario a utilizacdo da PCR
quantitativa para determinar a carga parasitaria. Para Nunes et al. (31), a escolha do tecido
onde sera realizada a pesquisa do DNA do parasita influencia a sensibilidade da reacdo. De
acordo com Mir0 et al. (32) e Paltrinieri et al. (33), nas amostras de sangue a sensibilidade é
menor, principalmente quando comparada com a reacdo proveniente de outros tecidos, como
linfonodo, pele e medula 6ssea. Segundo Mortarino et al. (34) a técnica de PCR em tempo
real (qQPCR) é um método avancado que pode detectar niveis extremamente baixos de
parasitas, baseando-se na deteccdo e quantificacdo em tempo real da fluorescéncia emitida
proporcionalmente a sintese do produto de PCR, sendo um método mais sensivel do que o
PCR convencional, com menor risco de contaminacdo, uma vez que o sistema é fechado.

A somatéria da média da carga parasitaria do sangue com os o6rgaos linfoides (MO,
baco e figado) foi de 134 x 10°+113 x 10%uL no grupo leishmaniose, 73 x 105+43 x 10%/uL
no grupo riboflavina, 9 x 10%+19 x 10%/uL no grupo tratado I, com a associacéo de riboflavina
mais 30 minutos de luz UV e de 0,5 x 10® +1 x 10%/uL no grupo tratado 11, com a associagao
de riboflavina mais 45 minutos de luz UV.

Isto demonstra que apesar dos hamsters serem positivos na técnica de PCR
convencional para L. infantum chagasi, houve menor carga parasitaria nos grupos tratados | e
I, quando comparados aos grupos leishmaniose e riboflavina (p<0,05). Esta reducéo se deve,
segundo Speek e Rosenkranz (10) ao fato da RB se associar aos acidos nucleicos do parasita e
interceder um processo de transferéncia de eletrons oxigénio-independente que leva a
modificacdo destes &cidos nucleicos, principalmente sobre os residuos de guanina. Para
Kumar et al. (11), a utilizacdo de luz UV, sem a adicdo de riboflavina, causa dano reversivel
ao acido nucleico, porém, os danos induzidos pela RB sdo irreversiveis, pois 0s processos de
replicacéo e reparacao sdo prejudicados devido a modificagdo da base guanina.

O 6rgdo com maior carga parasitaria foi a medula 6ssea, todos 0s grupos apresentaram
grande quantidade do parasita, porém houve significativamente menor carga parasitaria na
MO nos hamsters do grupo Gtz e Gmss quando comparados aos grupos leishmaniose e
riboflavina (RB) (p<0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela g°PCR da medula 0ssea
nos diferentes grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado I com riboflavina associada a 30
minutos de luz UV e tratado 1l com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio padrdo  Mediana Minimo Maximo Erro padrdo

Leishmaniose 133 x 10°A  112x10° 116x10° 6,62 304x10° 42x10°

Riboflavina 73 x 10°A 43 x 10° 86 x 10° 0,00 106 x 10 19 x 10°

Tratado | 9x 10°B 19 x 106 3,87 0,00 52 x 108 7 x 108
Tratado Il 0,45 x 10°B 1x 108 2,69 0,00 3x10°  0,45x10°

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Quando se compara a reducdo da carga parasitaria dos grupos com 0 grupo
leishmaniose, o grupo riboflavina apresentou uma reducéo de 46% da carga inicial, enquanto
0 grupo tratado I (30 minutos de luz UV) teve uma reducdo de 93% da carga parasitaria e o
grupo tratado Il (45 minutos de luz UV) uma reducdo de 99% da carga parasitaria do inicio do
experimento. Sendo o tratamento do Gr4s 0 mais efetivo na redugéo da carga parasitaria.

O baco foi o segundo 6rgdo com maior carga parasitaria, havendo diferenca
significativa entre o grupo leishmaniose e o grupo riboflavina e tratado 11 (p<0,05) (Tabela 2).
Houve uma reducdo de 90% da carga parasitaria no grupo riboflavina, de 40% no grupo
tratado | (30 minutos de luz UV) e de 87% no grupo tratado Il (45 minutos de luz UV),
qguando comparados ao grupo leishmaniose.

Tabela 2. Estatistica descritiva da carga parasitaria (/pL) obtida pela gPCR do bago nos
diferentes grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado I com riboflavina associada a 30
minutos de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio padrdo  Mediana Minimo  Maximo  Erro padréo
Leishmaniose 476 x 10°A 1x10° 90,87 9,39 2 x 10° 475 x 10°
Riboflavina 45 x 10°B 87 x 10° 5x10® 64,70 239x10°  33x10°
Tratado | 283 x 10°A 404 x10° 2x10° 30055 911x10° 152x10°
Tratado Il 59 x 10°B 99 x 10° 9x10° 0,00 276 x 10° 37 x 10°

*Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

O figado ndo apresentou carga parasitéria tdo alta quanto aos demais 6rgdos avaliados,
ndo havendo diferenca estatistica entre 0s grupos estudados (p>0,05) (Tabela 3). Segundo
Wilson et al. (35) o figado serve como local de replicacdo inicial do parasito e 0 baco como
local de persisténcia. Em seu estudo com camundongos, 60 dias pds-infecgdo o bago passou a
apresentar maior carga parasitaria em comparacdo ao figado, sugerindo que o figado esteja
montando uma resposta imune eficiente frente ao parasito. Sabe-se que a infec¢ao do figado €
auto limitante, com formagéo de granulomas, e que no bacgo o crescimento do parasito é lento
e persistente, além desse Orgdo ser conhecido por ser mais suscetivel a infecgdo por
Leishmania spp.
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Tabela 3. Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela qPCR do figado nos
diferentes grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos
de luz UV e tratado 1l com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Meédia  Desvio padrdéo Mediana Minimo Maximo Erro padréo
Leishmaniose 58,22 131,86 7,59 0,00 356,78 49,84
Riboflavina 111,16 218,35 11,22 0,00 500,61 97,65
Tratado | 83,50 220,00 18,21 2,16 583,20 83,30
Tratado 11 119,50 207,17 18,93 0,00 551,70 78,30

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

O sangue em todos 0s grupos teve baixa carga parasitaria pela técnica de qPCR, sem
diferenca significativa entre eles (p>0,05) (Tabela 4). Uma explicacdo para este fato € que
parasitemia nesta fase da infeccdo € menor, ja que os parasitas encontram-se nos 0rgaos
linfoides. Na PCR para amostras de sangue, a sensibilidade ¢ menor (31), principalmente
guando comparada com a reacdo proveniente de outros tecidos, como linfonodo, pele, medula
0ssea (32,33) e baco (36).

Tabela 4. Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela gqPCR do sangue nos
diferentes grupos : leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos
de luz UV e tratado 11 com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio padrdo Mediana Minimo M&ximo  Erro padrdo
Leishmaniose 0,85 1,35 0,25 0,00 3,24 0,61
Riboflavina 0,03 0,08 0,00 0,00 0,20 0,03
Tratado | 0,30 0,81 0,00 0,00 2,13 0,30
Tratado I 0,46 0,88 0,00 0,00 2,42 0,33

*Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

A diferenca nos resultados no sangue e nos 6rgdos linfoides pode estar relacionada com
a distribuicdo heterogénea dos parasitas, em cada tecido, bem como a carga parasitaria e
resposta imune local (37).

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos de Cardo et al. (8), que utilizando
riboflavina e luz UV em bolsas de plasma, obtiveram uma reducdo significativa de
Leishmania donovani infantum, principalmente quando se avaliam os resultados das cargas
parasitarias na medula 6ssea e no baco.

A associacdo da riboflavina com a luz UV reduziu a carga parasitaria de Leishmania
infantum chagasi quando se considera a somatdria da média da carga parasitaria do sangue
com os 6rgdos linfoides (MO, bago e figado), porém, ndo evitou que este agente patogénico
possa ser transmitido em procedimentos de terapia pelo sangue, ja que o parasita e 0 seu DNA
foram encontrados nos érgéos linfoides. Porém, o sangue parasitado tratado com riboflavina e
luz ultravioleta ndo foi capaz de produzir sinais e sintomas em hamsters durante o periodo
estudado de 120 dias.

CONCLUSOES
Os resultados do presente trabalho, nas condi¢cbes em que foi realizado, permitem

concluir que o sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi ndo perdeu a capacidade
de produzir a infec¢do apos o periodo de armazenamento de 21 dias.
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O tratamento com luz ultravioleta e riboflavina do sangue parasitado com Leishmania

infantum chagasi impede o aparecimento de sintomas nos hamsters e diminui a sua carga
parasitaria.

O trabalho esta de acordo com os Principios éticos na Experimentagdo Animal e foi

aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA), protocolo n° 120/2007 —
CEEA.
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RESUMO

A retencdo de placenta € uma sindrome multifatorial caracterizada pela permanéncia de parte
ou totalidade das membranas fetais no Iimen uterino de 12 a 24 horas ap0s o parto. Neste
estudo, avaliou-se a prevaléncia, o conhecimento dos produtores e o impacto econdmico
direto decorrente da retencdo de placenta em vacas leiteiras oriundas de rebanho da
agricultura familiar no Sudoeste Paranaense. Foram observados 607 partos, durante um ano,
em 25 propriedades leiteiras de agricultura familiar localizadas em quatro municipios da
Regido estudada. Considerou-se para o diagndéstico, a placenta retida apos 12 horas do parto.
Foi aplicado um questionario semiestruturado ao produtor de leite em todas as propriedades
que registraram retencdo de placenta contendo informagdes sobre o conhecimento do
produtor, prevaléncia, época de ocorréncia, vaca e tratamento instituido, avaliando-se 0s
prejuizos diretos. Os resultados revelaram que 14,66% das vacas tiveram retengdo de
placenta, 100% dos produtores de leite souberam o que é retencdo de placenta, que a
enfermidade resulta em prejuizos e solicitaram atendimento veterinario. Os produtores
consideraram placenta retida de 12 a 72 horas ap6s o parto, refletindo na demora para o
atendimento veterinario. 36% dos produtores consideraram fatores de risco apenas aqueles
ligados a0 manejo, 12% a enfermidades, 28% ao manejo e a enfermidades, 4% a
enfermidades e fatores ligados aos animais e 8% consideraram ao manejo, a enfermidades e
aos animais. A prevaléncia média de retencdo de placenta variou entre as propriedades de 2,9
a 50%, sendo registrados casos nos quatro municipios de estudo. A época de maior
prevaléncia foi a época fria, acometendo 78% dos animais da Raca Holandesa, sendo 37,3%
das vacas com 1-4 anos, 49,4% com 4-7 e 13,5% acima de 7 anos. 57,3% das vacas se
encontravam na 22 a 42 crias, 21,3% na 12 e 21,3% com cinco ou mais crias. O tratamento
instituido variou entre os animais (antibiotico, antiinflamatério e prostaglandina F2a). A
perda econdmica meédia foi R$ 242,19 (+ 85,98) por animal acometido. Observa-se assim,
uma expressiva prevaléncia de retencdo de placenta nos rebanhos estudados, possivelmente
decorrente da multiplicidade dos fatores predisponentes.

Palavras-chave: bovinos, prejuizos, prevaléncia, retencdo de placenta.
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PREVALENCE AND ECONOMIC IMPACT OF PRODUCER ARISING OUT OF
RESTRAINT IN SHEEP PLACENTA DAIRY OF FAMILY FARM, SOUTHWEST
PARANAENSE

ABSTRACT

The retained placenta is a multifactorial syndrome characterized by continuing all or part of
the fetal membranes and the uterine lumen 12 to 24 hours after birth. In this study, we
evaluated the prevalence, awareness of producers and the direct economic impact of the
retained placenta in dairy cows herd originated from the family farm in Southwest
Paranaense. 607 births were observed for one year on 25 dairy farms of family farms, located
in four municipalities of the studied region. It was considered for diagnosis, retained placenta
after 12 hours of birth. A semi-structured questionnaire to the milk producer in all properties
that recorded retained placenta was used, containing information about the producer of
knowledge, prevalence, time of occurrence, cow, and treatment, evaluating up the direct
losses. The results showed that 14.66% of the cows had retained placenta, 100% of dairy
farmers know what is retained placenta, the disease results in damage and requested
veterinary care. The producers considered placenta retained 12 to 72 hours after delivery,
reflecting the delay for veterinary care. 36% of producers considered risk factors, only those
related to management, 12% to diseases, 28% to management and to disease, 4% to diseases
and factors related to animals and 8% consider the handling, diseases and animals. The
average prevalence of retained placenta ranged between properties from 2.9 to 50%, with
reported cases in the four municipalities of study. The time of highest prevalence was the cold
season, affecting 78% of the animals, with 37.3% of cows with 1-4 years, 49.4% with 4-7 and
13.5% over 7 years. 57.3% of the cows were in the 2nd to 4th offspring, 21.3% and 21.3% in
the 1st five or more offspring. The treatment varied between animals (antibiotic, anti-
inflammatory and F2a prostaglandin). The average economic loss was R $ 242.19 (+ 85.98)
per affected animal. It is observed thus a significant prevalence of retained placenta in the
herds, possibly due to the multiplicity of predisposing factors.

Keywords: cattle, losses, prevalence, retained placenta.

PREVALENCIA E IMPACTO ECONOMICO DEL PRODUCTOR DERIVADOS DE
RETENCION PLACENTA EN REBANO LECHERO DE AGRICULTURA
FAMILIAR, SUROESTE PARANAENSE

RESUMEN

La placenta retenida es un sindrome multifactorial caracterizado por continuar la totalidad o
parte de las membranas fetales y el lumen uterino de 12 a 24 horas después del parto. En este
estudio se evaluo la prevalencia, los conocimientos de los productores y el impacto
econdmico directo de la retencién de la placenta en vacas lecheras de agricultura familiar en
el suroeste Paranaense. Se observaron 607 nacimientos durante un afio en 25 explotaciones
lecheras familiares, ubicados en cuatro municipios de la regién estudiada. Considerado para el
diagnostico, retencion de placenta despues de 12 horas de su nacimiento. Se utilizd un
cuestionario semi-estructurado para el productor de leche de todas las propiedades que
registraron placenta retenida, que contiene informacion sobre el productor de conocimiento, la
prevalencia, el tiempo de ocurrencia, vaca, y el tratamiento, la evaluacion de las pérdidas
directas. Los resultados mostraron que el 14,66% de las vacas habia retencion de placenta, el
100% de los productores de leche saben lo que es retencion de placenta, los resultados de la
enfermedad en dafios y piden atencidon veterinaria. Los productores consideran placenta
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retenida 12 a 72 horas despues del parto, lo que refleja el retraso para los cuidados
veterinarios. 36% de los productores considerados factores de riesgo, solo los relacionados
con la gestion, el 12% de las enfermedades, el 28% a la gestion y la enfermedad, el 4% de las
enfermedades y los factores relacionados con los animales y el 8% considera la manipulacion,
las enfermedades y los animales. La prevalencia media de la placenta retenida oscilo entre
propiedades 2,9-50%, con casos reportados en los cuatro municipios de estudio. EI momento
de mayor prevalencia fue la temporada de frio, que afecta a 78% de los animales de Holstein,
con el 37,3% de las vacas con 1-4 afios, el 49,4% con 4-7 y un 13,5% mas de 7 afios. 57,3%
de las vacas estaban en el 2 al 4 crias, 21,3% y 21,3% en el primero de cinco o mas crias. El
tratamiento varid entre los animales (antibiotico, anti-inflamatorio y prostaglandina F2a). La
pérdida econdmica promedio fue de R$ 242,19 (z 85,98) por animal afectado. Se observa asi
una prevalencia significativa de la placenta retenida en los rebafos, posiblemente debido a la
multiplicidad de factores predisponentes.

Palabras clave: ganado, pérdidas, la prevalencia, la placenta retenida.

INTRODUCAO

No Brasil a bovinocultura de leite é caracterizada por um grande nimero de animais
com baixos indices produtivos (1). O Estado do Parana possui um rebanho leiteiro
aproximado de trés milhdes de cabecas, necessitando de melhorias no manejo produtivo e
reprodutivo para se firmar no cenario nacional, aliado a minimizagdo dos impactos ambientais
e reducdo nos custos de producdo (2), visto que atualmente a média de producdo no estado
estd em 10,9 litros/vaca/dia e no Sudoeste Paranaense encontra-se em 9,4 litros/vaca/dia (1).
Entre os fatores que influenciam no sucesso econdmico da atividade estdo os problemas em
relacdo a eficiéncia reprodutiva e a ocorréncia de doencas no periodo de transicéo (3).

Por ser um periodo critico para a satde do animal, aproximadamente 75% das doencas
em vacas leiteiras acontecem na primeira semana ap0s o parto (4,5). O aumento da exigéncia
nutricional para a producdo de leite, aliada a baixa ingestdo de matéria seca, leva a vaca a um
quadro de balango energético negativo (BEN) que contribui para alta incidéncia de desordens
metabdlicas, e outras afec¢fes, como mastite, hipocalcemia, metrite, cetose, deslocamento de
abomaso e retencao de placenta (6,7).

A retencdo de placenta é uma das complicacGes do periodo pés-parto que ocorre com
maior frequéncia em bovinos que outras espécies, com predominio em vacas leiteiras (8-10),
sendo considerada condicdo patoldgica quando parte ou a totalidade das membranas fetais
permanece no limen uterino (8,11). Os bovinos possuem placenta cotiledonéria, constituida
de carunculas maternas e cotilédones fetais que formam de 70-120 placentomas, onde as
membranas fetais ficam fortemente aderidas pela justaposi¢do das vilosidades coridnicas ao
utero durante a gestacdo, para que cumpram sua fungdo de trocas metabdlicas entre a mae e
feto (12). Elas devem ser liberadas na terceira etapa do parto com expulsdo esponténea,
decorrente da perda da aderéncia feto-maternal, favorecida pela contracdo uterina (13).

O atraso no processo de liberacdo da placenta é visto de forma diferente quanto ao
tempo ap6s o parto que a placenta demora a ser expelida fisiologicamente, variando de trés a
24 horas (9,11,14-17). A incidéncia média da retencdo de placenta varia de 2 a 55% das
pari¢des (11,16,18), sendo comumente descrita em torno de 7 a 9% (11,16).

O mecanismo de retencdo da placenta é de carater multifatorial, envolvendo fatores
fisioldgicos, patoldgicos, ambientais e nutricionais (9,16). Fatores predisponentes sdo: ordem
de parto, estresse, dor, partos distdcicos, gemelares, hipocalcemia, abortos na fase final,
natimortos, alteracfes na duracdo da gestacdo, cesariana, fetotomias, inércia uterina, fatores
nutricionais, hereditarios, mecanicos, infecciosos, relacionados ao manejo, histolégicos e
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hormonais, idade, estacdo do ano e principalmente falhas na separacdo das membranas
materno-fetal (3,8,10,11,16,18-21).

A retencdo de placenta é um problema constante nas propriedades produtoras de leite,
podendo acarretar queda na producéo de leite, reducéo na fertilidade e eficiéncia reprodutiva,
predisposicdo a outras enfermidades, além dos altos custos com tratamento e descarte, ou até
a morte de animais (8,9,11,16,18,22). Observou-se que até o momento ndo ha dados
elucidando a prevaléncia e os fatores de risco para esta enfermidade na Regido Sudoeste do
Estado do Parana, sendo que a identificagdo destes fatores permite estabelecer medidas
profilaticas mais efetivas, reduzindo assim sua ocorréncia e consequentemente 0S prejuizos
para estes produtores de leite da agricultura familiar que tém na atividade leiteira uma
importante fonte de renda.

Esse estudo objetivou avaliar a prevaléncia e o impacto econémico direto decorrente da
retencdo de placenta de vacas leiteiras oriundas de rebanhos da agricultura familiar, da Regiéo
Sudoeste do Parana.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em propriedades de leite de agricultura familiar com
rebanhos de pequeno a médio porte em sistema de manejo semi-intensivo, localizadas nos
municipios de Nova Prata do Iguacu, Nova Esperanca do Sudoeste, Realeza e Salto do Lontra,
situados na Regido Sudoeste do Estado do Parand, durante o periodo de julho de 2013 a julho
de 2014. A regido € caracterizada por ser de clima subtropical umido mesotérmico, com
verdes quentes, sem estacdo seca e com poucas geadas na estagdo fria (23). A altitude média é
de 515 metros (438 a 538 metros), latitude sul (25° 37° 57” a 25° 54’ 26”) ¢ longitude oeste
(53° 15° 457 a 53° 31’ 57”), e a média das temperaturas do més mais quente € superior a
22°C, e a do més mais frio € inferior a 18°C (23).

Estudaram-se os partos de vacas leiteiras de diferentes racgas, pelo acompanhamento e
registro daqueles que apresentaram retencdo de placenta, considerando para o diagndéstico a
presenca parcial ou total dos anexos fetais no Utero da vaca acima de 12 horas ap6s o parto.

Inicialmente, foram contatados os produtores de leite e Médicos Veterinarios da Regiao,
para notificarem os casos de retencdo de placenta. A partir dai, aplicou-se um questionario
semiestruturado ao produtor, contendo dados do animal, rebanho, conhecimento do produtor
sobre a retencdo de placenta e tratamento instituido.

Ao avaliar o conhecimento do produtor as informacdes coletadas foram: se o produtor
sabe 0 que é retencdo de placenta, se sabe que traz prejuizos a atividade leiteira, quantas horas
apos o parto considera a placenta retida, se solicita atendimento veterinario e quais fatores de
risco seriam causadores da enfermidade (relacionados ao manejo: falhas na dieta, estresse,
ambiente, época do ano e manejo dos animais; as enfermidades: abortos, doencas infecciosas,
hipocalcemia e parto complicado, e aos animais: idade da vaca, tempo de gestacdo, nimero de
bezerros, inerentes ao bezerro e hereditario). Os dados coletados sobre o animal e rebanho
foram: raca, idade e a ordem de parto.

Para se estimar os custos diretos decorrentes da retencdo de placenta foram coletadas
informagdes sobre o custo com a consulta veterinaria, medicamentos e volume de leite
descartado, quando necessario. A partir desses dados, somou-se 0s custos da consulta
veterinaria e medicamentos, ao descarte do leite decorrente do tratamento com antibidticos
(numero de dias tratamento x producdo diéria x preco do leite), levando-se em conta o prego
médio do litro de leite no més da ocorréncia, no Estado do Parana, de acordo com CEPEA
(24).

Os dados coletados foram tabulados e submetidos a analise estatistica descritiva, a fim
de estabelecer a prevaléncia e o impacto econémico da retencdo de placenta nos rebanhos de
agricultura familiar, nos municipios estudados. Os valores médios foram testados pelo
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programa estatistico IBM SPSS 20.0® (25) por meio de analise descritiva de frequéncia,
considerando 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudou-se 607 vacas paridas em 25 propriedades que apresentaram média de 24,28 +
16,33 partos/propriedade, sendo que destes 14,66% (89/607) das vacas apresentaram retencao
de placenta, com média de 3,56 £ 2,95 casos por propriedade.

Sobre o conhecimento do produtor relativo a retencdo de placenta, verificou-se que
100% (25/25) deles sabiam o que é retencdo de placenta, bem como 0s prejuizos oriundos
dessa enfermidade a atividade. De forma semelhante, observou-se que todos os produtores
solicitaram atendimento veterinario nos casos de ocorréncia da retencdo de placenta nos
animais de suas propriedades. Porém, faltam estudos descritos na literatura envolvendo o
conhecimento do produtor de leite, especialmente aqueles ligados a agricultura familiar.

O diagnostico da retencdo de placenta, nos animais estudados foi de 12 horas apds o
parto. O tempo do parto até o diagnostico de retencdo apresenta variacdo entre os autores,
sendo que Pimentel (14) considera retida a placenta que ndo for expulsa até oito horas apos o
parto, enquanto outros autores consideram 12 horas ap6s o parto (9,11,15,26-29) e 24 horas
apos o parto (16,17,19,30-33). Ja os produtores de leite, 44% (11/25) consideram a placenta
retida apos 24 horas do parto, 24% (6/25) apds 12 horas, 16% (4/25) ap6s 72 horas, 12%
(3/24) apos 48 horas e 4% (1/25) apo6s 36 horas do parto.

A variacdo considerada no diagndstico entre os produtores possivelmente refletiu no
tempo transcorrido do parto ao atendimento veterinario, onde 18% (16/89) dos animais
tiveram o atendimento veterinario de 12 a 24 horas ap6s o parto; 61,8% (55/89) de 25 a 48
horas e 20,2% (18/89) tiveram o atendimento veterindrio acima de 48 horas apds o parto.
Borges (34) relatou que 44% dos proprietérios solicitaram intervencdo nas primeiras 24-48
horas, enquanto que 66% deles solicitaram atendimento apds 48 horas, quando foi observado
aparecimento de sinais secundarios e complicaces decorrentes da retengdo de placenta.

A demora no atendimento dos animais com retencdo de placenta favorece a ocorréncia
de complicagdes como atraso na involugdo uterina e no reinicio da atividade ovariana pés-
parto, além de infec¢do uterina (27), uma vez que a permanéncia da placenta no Utero
favorece a ocorréncia de infecgdes ascendentes, causadas por agentes etioldgicos oportunistas
presentes no meio ambiente, devido a grande quantidade de matéria organica acumulada no
Utero e outros liquidos que servem como substrato para as bactérias (26,33,34). Porém, neste
estudo somente 3,37% (3/89) das vacas apresentaram manifestacao clinica de infeccéo uterina
no momento do atendimento veterinario, ndo sendo avaliada a ocorréncia desta enfermidade
posteriormente.

Segundo Laven e Peters (30), o desenvolvimento de metrite pode ser até 19 vezes
superior em vacas que tiveram retencdo de placenta, sendo a principal causa de
comprometimento da eficiéncia reprodutiva das vacas. LeBlanc (35) destacou que
normalmente 25-50% das vacas com retencdo de placenta irdo desenvolver metrite. Além
disto, as consequéncias da retencdo de placenta sdo aumento no periodo de servico, reducao
na taxa de gestagdo, atraso no primeiro servico, aumento do numero de servicos por
concepcao e consequentemente, maior intervalo de partos (29,32). Para Fernandes (26) a
reducdo na taxa de gestacdo se deve a impossibilidade de estabelecimento ou manutencdo de
uma nova gestacéo, pela morte dos gametas ou embrides.

Verificou-se que 36% (9/25) dos produtores consideram como fatores de risco para a
retencdo de placenta apenas aqueles ligados ao manejo (falhas na dieta, estresse, ambiente,
época do ano e manejo), 18% (7/25) ao manejo e enfermidades, 12% (3/25) a enfermidades
(abortos, doencas infecciosas, hipocalcemia e parto complicado), 8% (2/25) ao manejo,
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enfermidades, fatores ligados aos animais (idade da vaca, tempo de gestacdo, numero de
bezerros, fatores ligados ao bezerro e hereditario) e 4% (1/25) a enfermidades e aos animais.

Estes dados refletem a falta de conhecimento dos produtores sobre a multiplicidade dos
fatores de risco para a retencdo de placenta (9,16), o que pode muitas vezes implicar em
falhas no manejo realizado com estes animais ou no descuido com a prevencao de doencas
reprodutivas, além dos acasalamentos inadequados que podem levar a partos distocicos e
predispor a ocorréncia da enfermidade (8).

A falta de conhecimento do produtor sobre a retencdo de placenta pode implicar no
comprometimento da higiene e negligéncia no preparo das maternidades, favorecendo a
ocorréncia de afeccBes genitais no periodo pré-parto, e consequente atraso na liberacdo das
membranas fetais (8). Ao mesmo tempo, descuidos com o ambiente, seja pela proximidade de
outros animais ou pela falta de conforto térmico, provoca estresse na fémea, que juntamente
com a dor, estimulam a liberacdo de catecolaminas que promovem a reducdo da motilidade
uterina, com relaxamento do Utero e consequente diminuigdo na capacidade de evacuagdo do
conteddo uterino (16).

A prevaléncia de retencdo de placenta foi de 14,66%, com variagdo entre os rebanhos
(16,80% + 10,63), de 2,9 a 50%, sendo que em somente 12% (3/25) deles apresentaram
prevaléncia inferior a 7% (Figura 1).
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Figura 1. Prevaléncia de retencdo de placenta em vacas leiteiras nos diferentes rebanhos da agricultura
familiar, do Sudoeste Paranaense.

A prevaléncia média observada no estudo é considerada alta quando comparada a outros
estudos desenvolvidos no exterior (16,29,30,32,36) e no Brasil (17,27,37,38). Nos estudos
realizados no exterior, observou-se na Nova Zeldndia relato de 2,0% de prevaléncia de
retencdo de placenta, 3,8% na Gra-Bretanha, 4,1% na Irlanda (30), 4,7% na Alemanha (36),
6,3% na Arabia Saudita (30), 6,9% no Ird (28), 7,7% nos Estados Unidos, 7,7% na Suécia,
8,4% Israel, 8,9% na India (30) e 12,1% na Tailandia (29). No Brasil, estudos semelhantes
revelaram 11,2% no Rio Grande do Sul (37) e em Minas Gerais 12,8% (17), 12,9% (38),
13,75% (27) e 15,7% (39).

Horta (8) relata variacdo de 3-12% de prevaléncia de retencdo de placenta, que pode
chegar a 61% em condi¢cBes anormais de parto, alimentagdo e ocorréncia de doengas
reprodutivas. Nobre et al. (17) relataram que a ocorréncia de retencdo de placenta varia
anualmente, estando diretamente relacionada aos fatores de risco predisponentes, 0 momento
considerado no diagnostico e o sistema de producgéo.

Bernardi F, Possa MG, Pinto Neto A, Weber C, Oberlender G. Prevaléncia e impacto econémico do produtor
decorrente da retencdo de placenta em rebanhos leiteiros da agricultura familiar, do Sudoeste Paranaense. Vet. e
Zootec. 2016 set.; 23(3): 453-464.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 459

Quanto a distribuicdo geogréafica, foram registrados casos nos quatro municipios
estudados sendo 6,7% (6/89 - uma propriedade) em Nova Esperanca do Sudoeste; 22,5%
(20/89 - trés propriedades) em Realeza; 25,8% (23/89 - oito propriedades) em Nova Prata do
Iguacu e 44,9% (40/89 - 13 propriedades) em Salto do Lontra.

Ao observar a prevaléncia da retencdo de placenta nas diferentes épocas do ano
verificou-se que 64,05% (57/89) dos casos ocorreram na época do ano com temperaturas
amenas (maio a outubro) e 35,95% (32/89) dos casos em épocas de temperaturas mais
elevadas (novembro a abril), considerando a distribuicdo uniforme dos partos ao longo do
ano, de acordo com os produtores. Condicdes climaticas desfavoraveis podem levar os
animais a condicdes de estresse, com aumento do cortisol circulante por longos periodos,
promovendo imunossupressao, e consequentemente retencao de placenta (38).

Resultados semelhantes foram descritos por Lima e Domingues (21) ao relatarem maior
ocorréncia de retencdo de placenta durante os meses frios, por Secco (10) que destacou a
variacdo sazonal na prevaléncia de retencéo de placenta, sendo de 11,6% na época fria e 2,6%
na época quente e, Fernandes et al. (38) ao relatarem 8,8% (45/77) de retencdo de placenta em
época quente e 19,4% (32/77) em época fria. No entanto, Laven e Peters (30), Borges (34),
Fernandes et al. (39), Nobre et al. (17) e Binabaj et al. (28) destacaram a ocorréncia de taxas
superiores de retencdo de placenta em temperaturas elevadas devido ao estresse térmico e
nutricional. Ja Rezende et al. (27) ndo detectaram interacéo entre a incidéncia com a época do
ano.

E possivel que a prevaléncia de 64,05% (57/89) de retencdo de placenta ocorrida em
meses frios do ano, como observado nesse estudo, se relacione a possiveis deficiéncias
nutricionais decorrentes da menor oferta de pastagens perenes, e consequentemente menor
consumo de alimentos pelos animais, como é tipico na época fria da Regido Sul do Pais, onde
se desenvolveu esse estudo. Deficiéncia nutricional levaria a imunossupressdao, falha na
eliminacdo da placenta, aumentando a suscetibilidade dos animais a essa e outras doengas
(8,16,17,32,34,38).

Dos animais acometidos por retencdo de placenta 78,7% (70/89) eram da Raga
Holandesa, 10,1% (9/89) mesticos Jersolanda, 4,5% (4/89) da Raca Jersey; 4,5% (4/89)
mesticos Girolanda e 2,2% (2/89) Pardo-Suigo. O nimero de casos ocorridos em animais da
Raca Holandesa reflete a predominéncia desta raca nos rebanhos das propriedades estudadas,
relatada em 52% (13/25) das propriedades como raga predominante, e 36% (9/89) como
segunda raca mais importante para composicao dos rebanhos.

Dos animais acometidos 37,3% (33/89) das vacas apresentaram idade entre um e quatro
anos; 49,4% (44/89) de quatro a sete anos e 13,5% (12/89) acima de sete anos de idade.
Borges (34) relatou prevaléncia predominante de retencdo de placenta em animais até sete
anos, Pelegrino et al. (22) relataram que 72% dos casos ocorrem em fémeas de cinco a sete
anos de idade, e Nobre et al. (17) relataram aumento da ocorréncia com a idade do animal.

Ao analisar a ordem de partos verificou-se que a maioria (57,3%; 51/89) dos animais
acometidos se encontrava na segunda até a quarta crias, 21,3% (19/89) de primeira cria e
21,3% (19/89) com cinco ou mais crias. Resultados semelhantes foram relatados por Borges
(34), sendo 52% de retencdo de placenta em animais na segunda até a quarta crias, 15% nos
animais de primeira cria e 33% naqueles com cinco ou mais crias. Pelegrino et al. (22),
descreveram que a maioria dos autores relata 3,5% de incidéncia de retencdo de placenta em
vacas primiparas e 24,4% no nono parto.

Autores citam aumento dos riscos de retencdo de placenta a medida que aumenta a
ordem de lactacdo (16,28), possivelmente relacionados ao fato das multiparas apresentarem
sistema imune menos efetivo, para responder aos desafios do desgaste sofrido nos partos
anteriores (17,27). Ainda, Borges (34) cita possivel falha progressiva da contratilidade do
miométrio em animais a partir da quarta lactacédo, levando ao aumento expressivo no namero
de casos a partir do oitavo parto. Rezende et al. (27) relataram ainda que a ordem de lactacéo
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ndo interferiu na retencdo de placenta, mas sim no intervalo do parto a concepcdo, que
aumentou a partir da terceira cria. No entanto, dos animais estudados, acometidos por
retencdo de placenta, 21,3% (19/89) apresentaram cinco ou mais lactacdes, enquanto que
78,65% (70/89) menos que quatro lactacoes.

Dos tratamentos instituidos, observou-se que 66,3% (59/89) dos animais receberam
antibiotico sistémico, antiinflamatério e prostaglandina; 16,9% (15/89) antibidtico
intrauterino, antibidtico sistémico, antiinflamatorio e prostaglandina; 10,1% (9/89) antibidtico
sisttmico e prostaglandina e 6,7% (6/89) somente prostaglandina. Associada ao tratamento,
em todos os casos foi realizada a remoc¢éo manual da placenta, quando descolada, ou entéo, o
corte da mesma préximo a rima vulvar.

A variacgdo nos tratamentos utilizados reflete a ampla gama de tratamentos descritos na
literatura (8,10,14,16,19,22,35,40,41). A terapia na retencdo de placenta visa resolver a
doenca clinica, melhorando o bem estar do animal, reduzindo riscos de morte e perdas
produtivas, reestabelecendo a salde dos érgdos reprodutivos para que ocorra a concepgdo
dentro do periodo desejado (16). Horta (8) relata varios tipos de tratamento que podem ser
utilizados com eficacia variada, desde a auséncia de qualquer intervengdo, remogdo manual,
uso de ocitocina, prostaglandinas e colagenases.

O uso de prostaglandina, observado em todos os tratamentos instituidos nos animais
desse estudo, é de uso controverso pela pouca indicacdo de que acelere o processo de
expulsdo da placenta, reduz o risco de infecgdes e/ou melhora a eficiéncia reprodutiva das
vacas (16). No entanto, a utilizacdo da prostaglandina ou seus analogos, associada ou ndo ao
uso de antibidticos, poderia acelerar a involucdo uterina e reduzir a incidéncia de infeccoes
uterinas, melhorando o desempenho reprodutivo destas vacas, tendo um efeito pronunciado
quando na associa¢do com antibidticos (39).

Santos (16) recomenda 0 monitoramento das vacas com retencao de placenta, a fim de
realizar tratamento baseado em antimicrobianos sistémicos, ou intrauterinos somente quando
as fémeas apresentarem sinais sistémicos como febre e inapeténcia. Ndo ha nenhuma
vantagem de administrar antibiéticos em todos os casos (35). No entanto, nesse estudo
91,01% (81/89) dos animais com retencdo de placenta foram tratados com antibidticos sem
correlagdo com sinais sistémicos em todos 0s casos, uma vez que a maioria (55,1%) dos
animais ndo apresentou hipertermia e/ou reducdo de apetite.

Pimentel (14) recomenda uso exclusivo de antimicrobianos sistémicos e
antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs), associados ao uso de PGF2a, que estimula as
contragbes endometriais, na expulsdo do conteddo uterino e aumenta a capacidade fagocitica
dos neutrofilos. No entanto, deve-se ter cuidado com a imediata administracdo de AINEs apds
o parto, devido ao bloqueio da sintese de prostaglandina enddgena, que possui papel
imprescindivel no processo fisioldgico de separacdo/expulsdo da placenta (10,19,22). Mesmo
assim, foram utilizados antiinflamatérios em 83,15% (74/89) dos animais com retencdo de
placenta.

A remocdo manual da placenta ndo é recomendada pela auséncia de beneficios a vaca e,
guando mal executada pode ser deletéria, principalmente quando ha metrite séptica, ou toxica
em que o utero fica mais fridvel e sujeito a danos (16,40). No entanto, a placenta pode ser
delicadamente removida quando estiver solta no interior da cavidade uterina, ap6s a
realizacdo de exame higiénico vaginal (8,40), coincidindo com as préticas realizadas nesse
estudo.

A retengdo de placenta implica em custos diretos (medicamentos, m&o-de-obra e
descarte de leite), e indiretos (ocorréncia de outras doencas, maior intervalo de partos, maior
numero de servicos, diminuicdo na producdo de leite, infertilidade, descarte e/ou morte do
animal (18,30). Nesse estudo, observou-se que a utilizacdo de medicamentos para o
tratamento da retencdo de placenta, levou ao descarte do leite em 86,5% (77/89) dos animais
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acometidos. Os custos diretos decorrentes da retencdo de placenta nos animais estudados
encontram-se descritos na Tabela 1.

Observou-se neste estudo, que o custo com atendimento veterindrio, medicamentos e
leite descartado, nos animais com retencao de placenta, foi estimado em R$ 242,19 (+ 85,98),
sem considerar as perdas reprodutivas dos animais acometidos. Laven e Peters (30) relataram
em seu trabalho que o custo total de cada animal acometido com retencdo de placenta foi de
239,79 euros, aproximadamente o triplo do custo observado nesse estudo. Kimura et al. (32)
relataram que a retencdo de placenta representa um custo médio de 285 délares por animal e
Guard (31) relataram perda financeira media de 206 dolares/animal, aproximadamente o
dobro do custo direto encontrado nesse estudo. O custo inferior decorrente da retencdo de
placenta observado nesse estudo relaciona-se a perdas diretas, desconsiderando custos
reprodutivos, com outras enfermidades ou mesmo a morte de alguns animais, como inserido
nos custos relatados por outros autores (30-32).

Tabela 1. Custos diretos decorrentes da retencdo de placenta em vacas leiteiras de rebanhos da
agricultura familiar, do Sudoeste Paranaense.

Variavel Valor (Médio + DP) Minimo | Maximo
Consulta veterinaria + 99,10 £ 18,53 50 135
Medicamentos (R$)
Producdo leite/animal/dia (litros) 21,22 + 6,85 8 36
Valor leite descartado (producédo dia 143,09 + 82,63 0 397
+ preco leite” R$)
CUSTO TOTAL (R$) 242,19 + 85,98 50 467

* Fonte: CEPEA (24).

A perda econdmica decorrente da retencdo de placenta poderia ser consideravelmente
reduzida com a adocdo de medidas de prevencdo que requerem a implantacdo de programas
nutricionais e de satde que melhorem o estado imunoldgico da vaca, evitando estresse, além
de medidas de higiene e cuidado no auxilio ao parto (16). A adocdo das medidas profilaticas
descritas ndo foi observada em nenhuma das propriedades estudadas.

CONCLUSAO

Nas condicOes desse estudo, ao se acompanhar o parto de 607 vacas de rebanhos
leiteiros, de agricultura familiar, da Mesorregido Sudoeste do Parana, conclui-se que 14,66%
apresentaram retencdo de placenta, variando de 2,9 a 50% entre as propriedades; 76% dos
produtores consideraram placenta retida ap6s 12 horas do parto e 82% solicitaram
atendimento veterinario ap6s o mesmo periodo; que o produtor desconhece a multiplicidade
dos fatores envolvidos com a retengéo de placenta; 64,05% dos casos ocorreram em época do
ano com temperatura amena; 62,92% animais com idade superior a quatro anos; houve
variacdo no tratamento instituido e que o custo direto decorrente da retencdo de placenta é
elevado (R$ 242,19 £ 85,98) mesmo sem considerar 0s custos reprodutivos dos animais
acometidos.
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ABSTRACT

Snakes from the genus Crotalus gained significant space in the scientific field since the
development of researches with their venom involving cytotoxic activity. Crotalus durissus
cascavella is the only subspecies recorded of the Caatinga biome of Northeastern Brazil and
it’s noticed a lack of studies on its venom properties. The present study evaluated the crude
venom of C. d. cascavella for its cytotoxic activity in vitro against both tumor cell lines and
normal cells. The mechanism of cell death induced by this venom was also investigated. C. d.
cascavella venom presented high cytotoxicity (ICso values ranging from 2.7 to 6.9 pg/mL)
against five tumor cells lines: OVCAR-8 and SKOV3 (ovarian carcinomas), PC-3M
(metastatic prostate carcinoma), MCF-7 (breast carcinoma), and SF-268 (glioblastoma) and
PBMC as well. The cells treated with C. d. cascavella venom triggered the apoptotic pathway
as confirmed by several methods. These results underline the biomedical potential of toxins
from the venom from this species.

Keywords: apoptosis, Crotalus durissus cascavella, cytotoxicity, tumor cells, snake venom.

TOXICIDADE DO VENENO DE Crotalus durissus cascavella EM CELULAS DE
MAMIFEROS

RESUMO

Serpentes do Género Crotalus ganhou espaco significativo no campo cientifico, desde o
desenvolvimento de pesquisas com seu veneno envolvendo atividade citotoxica. A Crotalus
durissus cascavella (C.d.cascavella) é uma subespécie caracteristica da Caatinga do Nordeste
do Brasil e faltam estudos sobre as propriedades de seu veneno. O presente estudo avaliou o
veneno bruto de C. d. cascavella para a sua atividade citotoxica in vitro contra as linhagens de
células tumorais e células normais. O mecanismo de morte celular induzida por este veneno
tambem foi investigado. Observou-se alta citotoxicidade (valores de IC50 entre 2,7-6,9
pug/mL) contra cinco linhagens de células tumorais, dentre elas: OVCAR - 8 e SKOV3
(carcinoma ovariano), PC-3M (carcinoma metastatico de prostata), MCF-7 (carcinoma
mamario), SF - 268 (glioblastoma) e PBMC. As células tratadas dispararam a cascata
apoptotica, como confirmado por varios metodos demonstrados neste trabalho. Esses
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resultados reforcam, assim, o potencial biomédico e farmacoldgico das toxinas do veneno
dessa espécie.

Palavras-chave: apoptose, Crotalus durissus cascavella, citotoxicidade, células tumorais,
veneno sepertente.

TOXICIDAD DEL VENENO DE Crotalus durissus cascavella EN CELULAS DE
MAMIFEROS

RESUMEN

Las serpientes del género Crotalus ganaron espacio significativo en el campo cientifico desde
el desarrollo de investigaciones con su veneno que involucran la actividad citotdxica.
Crotalus durissus cascavella es la Unica subespecie grabadas del bioma de la Caatinga del
nordeste de Brasil y los estudios carecen en sus propiedades del veneno. El presente estudio
evalud el veneno crudo de C. d. cascavella por su actividad citotoxica in vitro contra lineas
celulares tumorales y las células normales. EI mecanismo de la muerte celular inducida por
este veneno también se investigd. C. d. cascavella mostré una alta citotoxicidad (valores de
IC50 que oscila desde 2,7 hasta 6,9 g/mL) contra cinco lineas de células tumorales, entre las
cuales: OVCAR - 8 y SKOV3 (carcinoma de ovario), PC-3M (carcinoma metastasico de
préstata), MCF-7 (carcinoma de mama), SF - 268 (glioblastoma) y PBMC también. Las
células tratadas con C. d. cascavella dispard la cascada apoptdtica, segin lo confirmado por
diversos métodos que se muestran en este trabajo. Estos resultados refuerzan asi el potencial
biomédico y farmacologico de las toxinas del veneno de esta especie.

Palabras clave: apoptosis, Crotalus durissus cascavella, citotoxicidad, células tumorales,
veneno de serpiente.

INTRODUCTION

Venoms from snakes of the genus Crotalus gained significant interest due to their
unique effects. This genus occurs in almost all countries of South America (except Chile and
Ecuador). In Brazil, so far, there is only one specie of rattlesnake (cascavel) recognized,
Crotalus durissus [Linnaeus, 1758] (1). However, according to the list of reptiles of Brazilian
Society of Herpetology (SBH), six subspecies are considered: C. d. cascavella, C. d.
collilineatus, C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, and C. d. terrificus (2). C. d.
cascavella is the only subspecies recorded for the Caatinga biome of Northeastern Brazil
(1,3).

Most pharmacological properties of snake venoms are determined by the presence of
specific and biologically active substances, and approximately 95% of the dry weight of snake
venoms is composed by proteins, which are responsible for almost all of the biological effects
attributed to snake venoms (4,5). The venom of Crotalus presents itself as a complex-toxic
enzyme, in which are found phosphodiesterase enzymes, amino oxidase |, 5-nucleotidase and
toxins, such as, crotoxin, convulxin, crotamine and gyroxin (6). The crotoxin is considered the
major component of the venom from this genus, and depending on the snake subspecies,
differences in the protein isoform may be found, as well as differences in their activities (6).

Only few studies have been conducted by testing the crude venom and some isolated
fractions from C. durissus species in mammalian cell lines, to access their toxicity and related
antitumor potential (7,8). For C. d. cascavella, subspecies typical from the northeast of Brazil,
until the present date there are no studies about the cytotoxic properties from its venom.
Therefore, the aim of the present study was to analyze the venom from C. d. cascavella for its
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cytotoxic activity against tumor cell lines and normal cells, as well as, its related mechanism
of cell death induction.

MATERIAL AND METHODS
Venom of Crotalus durissus cascavella Wagler, 1824

The venom from the snake Crotalus durissus cascavella Wagler, 1824 was extracted in
the Regional Center of Ophiology of Federal University of Ceard (NUROF-UFC), a scientific
breeding which maintains species of venomous and non-venomous snakes (Registry CTF-
IBAMA No. 480572). For this study, the specimens used were from the State of Ceara, with
taxonomic identification of subspecies adequately confirmed.

Cell lines

The cytotoxic activity of the C. d. cascavella venom was tested against both tumor cell
lines and primary culture of peripheral blood monocluear cells (PBMC). The tested tumor cell
lines were OVCAR-8 and SKOV3 (ovarian carcinoma), PC-3M (metastatic prostate
carcinoma), MCF-7 (breast carcinoma), and SF-268 (glioblastoma). All these cell lines were
kindly donated by the National Cancer Institute U.S. (Bethesda, MD). Cells were maintained
in RPMI 1640 medium (Gibco® Invitrogen, Carlsbad, CA/USA) supplemented with 2%
glutamine containing 10% fetal bovine serum (Gibco® Invitrogen, Carlsbad, CA/USA), 100
ug/mL streptomycin and 100 U/mL penicillin (Gibco® Invitrogen, Carlsbad, CA/USA) and
incubated at 37 °C under a 5% CO> atmosphere. Cells were regularly split to keep them in a
logarithmic phase of growth.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from heparinized blood from
healthy, non-smoking donors who had not taken any drugs for at least 15 days prior to
sampling through a standard method of density-gradient centrifugation over Ficoll-Hypaque
(Sigma Aldrich Co. St. Louis, MO/USA). PBMC were washed and re-suspended at a
concentration of 3 x 10° cells/ml in RPMI 1640 medium supplemented with 20% fetal bovine
serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 ug/ml streptomycin at 37°C with 5%
CO». At the beginning of the experiment, 4% phytohemagglutinin (Gibco® Invitrogen,
Carlsbad, CA/USA) was added to stimulate cell growth.

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was determined using the MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) assay (9). For that,
cells were seeded (4x10* cells/mL for tumor cells and 3 x 10°cells/ml for PBMC) in 96-well
plates 24 h prior to treatment with the venom (0.19 - 25 ug/mL) or vehicle control (saline) for
72 h. Three hours before the end of the incubation, medium was replaced by 150 uL of 0.5
mg/mL MTT (Sigma Aldrich Co. St. Louis, MO/USA) of each well. Then the formazan
product was dissolved by replacing the later solution for 150 pL. of DMSO and absorbance
was measured at 595 nm using a multiplate reader (DTX 880 Multimode Detector, Beckman
Coulter, Inc. Fullerton, CA).

Hemolytic activity

A total of 3 Swiss female mice (Mus musculus) were obtained from the central animal
house of Universidade Federal do Ceara, Brazil. The animals were kept under a 12:12 h light-
dark cycle with food and water ad libidum. Animals were treated according to the ethical
principles for animal experimentation of CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal) and CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais). The test was
performed in 96-well plates using a 2% mouse erythrocytes suspension in 0.85% NaCl
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containing 10 mM CaCly, following the method described by Jimenez et al. (10). The crude
venom was tested at concentrations ranging from 3.9 ug/mL to 250.0 ng/mL. After incubation
for 1h, 2h or 4h at room temperature the cells were spun down and the supernatant was
transferred to another plate to measure the hemoglobin released at 540 nm using a multiplate
reader (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter, Inc. Fullerton, CA/USA).

Analysis of mechanisms involved in the cytotoxic activity of C. d. cascavella venom

OVCAR-8 cell line was chosen to perform experiments to investigate the mechanism of
action of C. d. cascavella venom. Briefly, the cells were seeded at a density of 4x10* cells/mL
and treated with the venom at concentrations of 1, 2 and 4 ug/mL during 24h. The vehicle
(0.85% NaCl) was used as negative control and paclitaxel at 0.05 pM (Sigma Aldrich Co. St.
Louis, MO/USA) or doxorubicin at 0.5 uM (Sigma Aldrich Co. St. Louis, MO/USA) were
used as positive controls.

Morphological changes analysis

To evaluate cell morphology, after the incubation period, cells were harvested,
transferred to cytospin slides, fixed with methanol for 1 min and stained with hematoxilin and
eosin. The morphological characteristics from untreated and treated cells were observed using
a light microscope (Motic BA310, Moticam 2000, Causeway Bay, Hong Kong). In order to
investigate nuclear alterations, the cells were incubated with 4’,6-diamidine-2’-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) Life Technologies). Briefly, after the incubation period, cells were
fixed with 3.7 % formaldehyde and incubated with DAPI (5 pg/mL). After extensive washing
with PBS, images were captured by confocal microscopy (LSM 710 Zeiss) excitation wave
length 350 nm.

Flow cytometry analysis

Five thousand events were analyzed for each replicate in three independent experiments
and cellular debris was omitted from the analysis. OVCAR-8 cells fluorescence was then
determined by flow cytometry in a Guava EasyCyte Mini System cytometer using the
CytoSoft 4.1 software (Guava Technologies, Hayward, CA/USA).Five thousand events were
acquired on a gated region to exclude debris from the analysis.

Cell membrane integrity

The cell membrane integrity was evaluated using propidium iodide dye (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, MO/USA). Briefly, 100 puL suspension of treated and untreated OVCAR-8
cells were incubated with 5 pg/mL propidium iodide for 10 min. Fluorescence was measured
and analyzed by cell number and membrane integrity.

Internucleosomal DNA fragmentation

DNA fragmentation and cell cycle distribution were analyzed by flow cytometry after
DNA staining with propidium iodide. Briefly, 100 uL of treated and untreated OVCAR-8
cells were incubated for 30 min, in the dark, with a solution containing 5 ug/mL propidium
iodide, 0.1% sodium citrate, and 0.1% Triton X-100. Fluorescence was measured and DNA
fragmentation and cell cycle distribution were analyzed.

Caspase activation

Treated and untreated cells were incubated with Fluorescent Labeled Inhibitor of
Caspases (FLICA) 3 and 7 (Guava® Caspase 3/7 FAM kit, EMD Millipore Corporation
Billerica, MA/USA) for 1h at 37° C under 5% CO, atmosphere. After washing with PBS, the
cells were resuspended in the working solution (7-AAD 1:200 in 1x washing buffer) and
analyzed immediately using flow cytometry.
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Statistical analysis

For the MTT assay the inhibition concentration mean (I1Cso) values of three independent
experiments were determined by nonlinear regression using the software GraphPad® Prism
5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA). The data from the flow cytometry
analysis are presented as mean values + S.E.M. of three independent experiments performed
in triplicate. *p<0.05 compared to the negative control by ANOVA followed by Dunnett’s
test.

Ethical aspects

This project was submitted to the Ethics Committee on Animal Research at the State
University of Ceard (number of the submission process: 11516651-3). All care were taken to
preserve the health of the researchers and other professionals involved in this work and the
environment in the areas where it conducts the research project.

RESULTS

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of the venom was assessed against five tumor cell lines of different
histotypes and PBMC using the MTT assay [9]. As shown in Table 1, the venom did not
presented any selectivity, and its 1Cso values ranged from 1.5 pg/mL in PBMC to 6.9 pg/mL
in SKOV3 cells, respectively. The lack of selectivity could imply in membrane damaging
effects.

Table 1. Cytotoxic activity of C. d. cascavella venom on mammaliam cells.

Cell lines
OVCAR-8 PC-3M MCF-7 SF-268 SKOV3
2.7 2.4 4.9 4.1 6.9
Venom
(26-29) (22-26) (42-58) (35-4.7) (5.9-8.0)
0.3 0.8 0.4 0.6
Doxorubicin n.d.

01-04) (07-09) (0.3-06) (0.4-0.9)

Data are presented as ICso values in ug/mL along with its respective confidence interval of 95%
obtained by nonlinear regression from two independent experiments, performed in duplicate, after 72
h of incubation. n.d.= not determined.

Hemolytic activity

The analysis of hemolytic effects demonstrated that the venom did not cause any
significant membrane damage to the erythrocytes (data not shown), suggesting that
cytotoxicity should be related to more specific cellular pathways.

Morphological changes analysis

In a second set of experiments, C.d. cascavella venom apoptosis-inducing properties
were assessed in OVCAR-8 ovarian carcinoma cells. This cell lineage was chosen due to the
preliminary results, wich showed in this particular lineage, the venom presented better
activity.

Treated cells displayed apoptotic morphological features such as reduction in cell
volume, nuclear fragmentation and formation of apoptotic bodies (Fig 1A-1D). At the highest
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tested concentration (4 pg/mL), the effects of the venom were more intense and
characteristics of late apoptosis or necrosis could also be seen (Fig 1D). Negative control cells
stained with DAPI showed a round nucleus, typical of interphase, while in doxorubicin
treated cells the nucleus appears to be already fragmented. At the lowest concentration tested
(1 pg/mL), the nucleus of the cells looks similar to the negative control cells (data not shown),
being considered viable, and as the concentration increased, the number of cells with DNA
fragmentation increased (Fig 1G and 1H).

¥ gV e B
¢/ gggc‘j‘ ‘Q’ia

Figure 1. OVCAR-8 cells treated with C. d. cascavella venom show apoptosis characteristcs. Control
cells were incubated during 24 h without treatment (A and E); or treated with doxorubicin 0.5 uM (B
and F); or treated with C. d. cascavella venom at 2 pg/mL (C and G) or at 4 pg/mL (D and H).
Arrows: black, cell membrane blebbing; black with dashed line, pyknosis; white, atypical mitosis;
white with dashed line, nuclear fragmentation. 400X

Cell membrane integrity

After observing the morphological features, we then decided to analyze some cellular
and biochemical events to assess the mechanisms involved in cell death induced by C. d.
cascavella venom. The antiproliferative activity of the venom was confirmed by flow
cytometry (Fig 2A), with a significant reduction of cell number at concentration of 4 ug/mL.
The inhibition of cell proliferation can be associated with loss of cell membrane integrity and
at 4 pg/mL, 36 % of treated cells presented membrane damage (Fig 2B), corroborating data
from morphological analysis.

Internucleosomal DNA fragmentation

The analysis of DNA content through flow cytometry showed an increasing number of
subdiploid population, indicating DNA fragmentation (Fig. 2C), while the distribution of cell
cycle profile was not affected by C. d. cascavella venom (data not shown).
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Figure 2. C. d. cascavella venom reduces cell proliferation acomplished by membrane damage and
DNA fragmentation. Effect of C. d. cascavella venom on OVCAR-8 cell counting (A), membrane
integrity (B) and DNA fragmentation (C) determined by flow cytometry, using propidium iodide after
24 h incubation. The negative control was treated with the vehicle saline (C). Paclitaxel (Ptx) at 0.05
MM was used as the positive control. Data are presented as mean values = S.E.M. of three independent
experiments performed in triplicate. *p<0.05 compared to the negative control by ANOVA followed
by Dunnett’s test.

Caspase activation

The apoptosis induction by C. d. cascavella venom was later confirmed through the
activation of caspases 3 and 7 (Fig. 3). At the concentration of 4 pg/mL, 32 % of the cells
showed caspases activation. The caspases are one of the key executors of apoptotic process,
generally being activated by several anti-tumoral drugs. This activation involves mainly two
signaling pathways, one is the mitochondrial and the other is the cell death receptor pathway,
which activate caspases 9 and 8 respectively.
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Figure 3. C. d. cascavella venom activates caspases 3 and 7. Caspases activation was determined by
flow cytometry after 24 h incubation. A, Control; B, Doxorubicin 0.5 uM; C, C. d. cascavella venom
2 wg/mL; D, C. d. cascavella venom 4.0 ug/mL. Percentage of cells in early and late apoptosis are
indicated. Data are presented as mean values £ S.E.M. of three independent experiments performed in
triplicate.*p<0.05 compared to the negative control by ANOVA followed by Dunnett’s test.

DISCUSSION

Snake venoms are complex, being composed of a mixture of toxins, enzymes, growth
factors and other proteins with several biological properties (11,12). The knowledge of snake
venoms composition and activities have emerged as key factor to characterize envenomation
and drawn the best therapeutic approach. Additionally, snake toxins have been considered a
starting point in the development of highly specific biotechnological tools to treat diseases
(13-15). In such context, cellular systems could be useful to rapidly evaluate direct effects on
membrane integrity or cellular pathways to allow the understanding of venom local effects
and possible biotechnological applications.

In fact, the major differences in Bothrops and Crotalus envenomation are related to the
severity of local effects in the former, and major systemic myotoxicity and neurotoxicity in
the later (16). The presence of hemolytic toxins in Bothrops venom has previously been
reported (17), while Crotalus venom, generally, does not present a significant hemolytic
activity (18).

The effects of snake venoms in tumor cells have been described in the literature (19-21).
For Crotalus venom, Tamieti et al. (8) showed C. d. terrificus venom cytotoxic effects in
CHO-K1 hamster ovarian carcinoma cells and suggested apoptosis induction as the main
mechanism. Further, Soares et al. (7) confirmed apoptosis-inducing effects for C. d. terrificus
venom in RT-2 glioblastoma cells (RT2) and GH3 benign pituitary adenoma cells. Crotoxin,
the main component of Crotalus venom, have been described as the active principle against
tumor cells (22), although the venom seemed to be much more active than crotoxin itself,
suggesting the presence of other active cytotoxins.

Cell membrane integrity serves as a parameter of the viability of cells and at the initial
stages of apoptosis. The cell shrinks while its membrane remains intact, however both cells
undergoing late apoptosis or necrosis loose membrane integrity (23).

In order to differentiate wich pathway was responsible for the cells death, if the
apoptotic or the necrotic pathway, the caspase assay would provide better evidences. Both
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caspases may end up activating pathway 3 and 7 (24,25). Yan and collaborators (26) had
already shown that crotoxin induces caspase 3 activation, that is accordance with our results.

In summary, it was showed that C.d. cascavella venom is cytotoxic against mammalian
cells, causing cell death by apoptosis induction. Moreover, this study represents the first
report on the biological activity of the venom from C.d. cascavella and highlights the
biomedical importance of this species. Further studies are necessary to elucidate the exact
mechanism involved in the cytotoxicity of C. d. cascavella venom as well as to identify the
active components.
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DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE Mycobacterium fortuitum POR
MEIO DA ESPECTROFOTOMETRIA

Simone de Carvalho Balian®
Sandra Abelardo Sanches?!

RESUMO

O Mycobacterium fortuitum é um agente oportunista causador de doenca em humanos e
animais. Além disso, € um modelo bioldgico para estudos experimentais em substituicdo ao
Mycobacterium bovis, que é mais patogénico. Este estudo apresenta metodologia alternativa a
contagem de unidades formadoras de col6nia por mililitro de in6culo, para determinar a
concentragdo do Mycobacterium fortuitum utilizando espectrofotometria. Utilizaram-se 14
amostras de Mycobacterium fortuitum, cultivadas em meio Lowesntein-Jensen, sendo oito
delas com sete dias de cultivo e as demais entre oito e 14 dias de cultivo. Todas as amostras
foram semeadas e incubadas a 37°C por 7 dias em estufa. Fizeram-se, de cada amostra,
leituras das varidveis absorbancia (Abs) e transmitancia (T%) em espectrofotdmetro, nos
comprimentos de onda de 560nm e 600nm. Comparando-se os valores obtidos de UFC, Abs e
T% por meio da analise de regressdo linear simples, pelo programa estatistico SAS versdo 8.2,
observou-se forte evidéncia estatistica que o aumento do valor da transmitancia esta associado
com o decréscimo do valor de UFC em placas, seguindo o modelo matemaético: LOG10
(UFC) = 21.012 - 0.1936*Transmitancia, com valor de p = 0,0025 e uma repetibilidade de
mais de 80%.

Palavras-chave: Mycobacterium fortuitum, espectrofotometria, unidades formadoras de
colonias.

DETERMINATION OF Mycobacterium fortuitum CONCENTRATION BY
SPECTROPHOTOMETRY

ABSTRACT

Mycobacterium fortuitum is an opportunistic agent which causes disease in human and
animals. It is also a biological model for experimental studies instead of using Mycobacterium
bovis, which is more pathogenic. This work presents an alternative methodology using
spectrophotometry to count colony forming units (CFU) per milliliter of inoculum, in order to
determinate Mycobacterium fortuitum concentration. Fourteen Mycobacterium fortuitum
samples were cultivated in Lowenstein-Jensen culture media, considering that eight of them
were seven days old cultures and the others were between eight and 14 days old. All samples
were seeded and incubated at 37°C for 7 days in an incubator. For each sample, the variables
absorbance (Abs) and transmitance (T%) were read with an spectrophotometer and wave
length of 560nm and 600nm. When the values of CFU, Abs and T% were compared through
simple linear regression analysis and using the statistic software SAS Version 8.2., it was
observed strong statistical evidence that the increase of transmitance value is associated to the
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decrease of CFU plate values, according to the mathematic model: LOG10 (CFU) = 21.012 -
0.1936*Transmitance, and p value = 0.0025 and a repeatability over 80%.

Keywords: Mycobacterium fortuitum, spectrophotometry, colony forming units.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE Mycobacterium POR
ESPECTROFOTOMETRIA

RESUMEN

Mycobacterium fortuitum es agente causante de enfermidad oportunista en humanos y
animales. Es un agente biolégico modelo para estudios experimentales que sustituy
Mycobacterium bovis, que es méas patogeno. Este estudio presenta una metodologia alternativa
para el recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro de in6culo para determinar
la concentracion de Mycobacterium fortuitum usando espectrofotometria. Catorce muestras se
utilizaron Mycobacterium fortuitum, cultivadas en Lowesntein-Jensen, ocho de ellos de siete
dias de cultivo, y la otra entre 8 y 14 dias en la cultura. Todas las muestras se colocaron en
placas y se incubaron a 37°C durante 7 dias en un invernadero. De cada muestra se hicieron
lecturas las variables de absorbancia (Abs) y transmitancia (T%) en un espectrofotometro, a
una longitud de onda de 560 nm y 600 nm. La comparacién de los valores de UFC, ABS y
T% por analisis de regresion lineal simple, el estadistico SAS version 8.2 del software, hubo
una fuerte evidencia estadistica de que el aumento del valor de transmitancia se asocia con la
disminucion en el valor de UFC chapado, siguiendo el modelo matematico: LOG10 (UFC) =
21,012 - 0,1936 * transmitancia, con p = 0,0025 y una repetibilidad de méas de 80%.

Palabras clave: Mycobacterium fortuitum, espectrofotometria, unidades formadoras de
colonias.

INTRODUCAO

O Mycobacterium fortuitum é um agente patogénico, porém oportunista, podendo
causar doencas pulmonares, granulomas toracicos e cutaneos (1), com potencial zoondético,
causando mastite no gado e transmissdo pelo leite (2). E comumente resistente aos
quimioterapicos usados para o tratamento da tuberculose e no cultivo in vitro necessitam de
dois a seis dias sob temperaturas de 25 a 37°C para formar colénias visiveis (3).

Este agente é frequentemente utilizado em pesquisas experimentais, em substitui¢cdo ao
Mycobacterium bovis, que &€ mais patogénico e por isso representa risco de acidentes
ocupacionais com consequéncias mais graves (4,5,6).

Os trabalhos experimentais que empregam indculos que dependem de quantidades de
agentes pré-conhecidas, geralmente se utilizam da contagem padrdo em placas para confirmar
a concentracdo microbiana por unidade de volume do diluente, porém ¢ um meétodo lento e
por isso muitas vezes pouco aplicavel (1,6).

A espectrofotometria € um método indireto de mensuragdo da concentracdo das
particulas presentes em um indculo, sendo mais rapido e pratico do que a contagem padréo
em placas. O principio do método é quantificar indiretamente a concentracdo de dispersos
(micro-organismos) pela absorbancia ou transmitancia de forma répida, objetiva, com
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reduzidas varidveis inclusive da intervencdo humana, enquanto que a quantificacdo por
semeadoura em placas de Petri é mais lenta e dependente de muitas varidveis a partir da agdo
humana (7). A semeadura em placas oferecerda resultados apds tempo de incubacéo,
multiplicacdo bacteriana de células viaveis e que também sejam cultivaveis e, posterior
contagem de unidades formadoras de coldnias, expressando uma realidade bastante distante
do inoculo, quando de sua elaboracao.

Com o interesse de confrontar uma metodologia rapida de avaliacdo da concentracéo de
indculos bacterianos com o método convencional de semeadura e cultivo em meios solidos, o
presente trabalho teve como objetivo estudar um protocolo alternativo a contagem em placas
para determinar a concentracdo de dispersos em um indculo, pela espectrofotometria. Nesta
técnica a concentracdo da suspensao € avaliada a partir do grau de absorbancia e transmitancia
de luz.

MATERIAL E METODOS

A partir de uma estirpe de Mycobacterium fortuitum, NCTN 8573, cultivada em
Lowenstein-Jensen pesou-se 0,600 g de coldnias e diluiu-se em 24 mL de solucdo salina 0,85
% e 1 mL de solugdo salina com Tween* 0,05 %, totalizando um volume de 25 mL por
inoculo (4,5). Os indculos de numero um até oito foram preparados com cultivos de sete dias
de M.fortuitum em meio Lowenstein-Jensen a 37° C, enquanto que as amostras de numero
nove até 14 foram preparadas com cultivos entre 11 a 14 dias. A partir de cada indculo,
semeou-se e fez-se a leitura das diluicbes de 10° até 108, em Espectrofotdmetro Micronal
B582®, com transmitancia (T%) variando de 0 a 200; absorbéncia (Abs) de — 0,3 até + 3,0 e,
comprimento de onda de 190 a 1.100 nm.

Para a leitura, 3mL de cada diluicdo, de 10° a 10®, de cada indculo, foi agitado em
vortex por 30 segundos e em seguida colocado em cubetas quadradas de 10 mm?® Micronal®.
A leitura foi feita em duas funcdes do aparelho: absorbancia (Abs) e porcentagem de
transmitancia (T%) nos comprimentos de onda 560 nm e 600 nm. Antes de cada leitura e
mudanga de comprimento de onda fez-se o ajuste, utilizando-se 3 mL de uma solugdo de 24
mL de solug&o salina 0,85 % com 1 mL de Tween 80? (0,05 %).

Para a determinacdo da quantidade de unidades formadoras de col6nias por mililitro de
inéculo em UFC/mL, fez-se a contagem de trés placas e a média simples, apos cultivo em
estufa B.O.D., 37°C, por sete dias.

Apos tentativas de leituras com diferentes diluigdes, selecionaram-se as concentracfes
de 10 e 107. A diluicio 107 apresentou-se incontavel e a diluicdo 10 teve contagem entre
zero e uma UFC/mL, ndo sendo possiveis de serem utilizadas. As leituras mais estaveis foram
obtidas com as dilui¢des 10 no comprimento 600 nm.

Os resultados foram analisados por regressao linear simples, pelo programa estatistico
SAS versédo 8.2. (SAS, 2001). Confrontaram-se as diluigdes com a escala de Mc Farland Bio
Merieux®, de 0,5 a 5.

2 80 Polyoxyethylensorbitanmonooleat — Zur Synthese — Merck®
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RESULTADOS

Considerando a escolha da diluicio 10%/mL e o comprimento de onda de 600 nm, a
tabela 1 apresenta os resultados das leituras para absorbancia (Abs), transmitancia (T%) e
contagens de unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL).

Tabela 1. Leituras de 14 amostras de inoculos de Mycobacterium fortuitum para absorbancia
(Abs), transmitancia (%T) no comprimento de onda de 600 nm e contagem de unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) - Sdo Paulo, 2015.

Amostra - In6culo 2 ABS T% Mycobacterium
M. fortuitum 3 goonm 600 nm fortuitum
(10%/mL) UFC/mL
1* - 0,009 102,2 1,8x 10
2 0 100,0 5,4 x 102
3 - 0,005 101,4 2,6 x10
4 - 0,002 100,8 2,2x10
5 - 0,001 100,3 3,3x10
6 - 0,003 100,9 2,9x10
7 0 100,0 4,8 x10
8 - 0,001 100,4 4,1x10
g** 0 100 1,1 x 102
10 0,001 100,3 1,6 x 10?
11 0 100,3 9,6 x 10
12 0 100 1,3 x 10?
13 0 100 1,5 x 102
14 0,001 100,2 9,5x 10

* : Amostras de nimero um até oito: cultivadas por sete dias a 37°C
** - Amostras de nimero nove até 14: cultivadas entre 11 e 14 dias a 37°C

O confronto das diluices com a escala Mac Farland ndo se mostrou util, por ndo
discriminar concentragdes entre 103 e 1078,

Tabela 2. Leituras das diluicdes dos indculos na escala Mc Farland Bio Merieux®,
Séo Paulo, 2015,

Diluicdo do in6culo Leitura na escala
Mc Farland
10° >5
101 2a3
1072 1
107 até 108 <05

O programa de analise dos dados ajustou os resultados em UFC/mL para Log 10,
automaticamente, quando necessario. Obteve-se o coeficiente de determinagdo (R2) para
indicar a porcentagem de sucesso na repeti¢cdo do modelo e também o valor de p, erro maximo
aceitavel (0,05) para o modelo ser significativo.
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Tabela 3. Valores do coeficiente de determinacdo (R?) e de p obtidos ap6s analise por
regressdo linear simples, dos valores lidos em espectrofotdmetro para absorbancia (Abs) e
transmitancia (T%) e contagem de unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL),

Sao Paulo, 2015.

o Valor - Ffremissas
N Variaveis R? Valor p Modelo Matematico violadas do
teste
14 UFCeAbs 0,5781 0,0016  LOGI10(UFC)=1.8793 + 91.272*Abs 2de5
14 UFCeT% 0,5415 0,0027  LOGI10(UFC) =39.361 - 0.3742*T% Ode5
08 UFCeAbs 0,6275 0,0191 UFC =42518 + 3233.7*Abs 1de5
08 UFCeT% 0,8044 0,0025 LOGI10(UFC) =21.012 - 0.1936*T% 0de5

Adotou-se 0 modelo mateméatico LOG10(UFC) = 21.012
considerando os valores de p, de R? e o fato de nenhuma premissa ter sido violada.

0.1936*Transmit

Tabela 4. Valores de UFC segundo modelo matemético. LOG10(UFC) = 21.012 -

0.1936*Transmitancia, Sdo Paulo, 2015.

Transmitancia (%)

Espectrofotdmetro Micronal B582®.
Comprimento de onda 600 nm

UFC

Método convencional em
placas de Petri

99
100
100,1
100,2
100,3
100,4
100,5
100,6
100,7
100,8
100,9
101
1011
101,2
101,3
101,4
101,5
101,6
101,7
101,8
101,9
102
102,1
102,2

70,08
44,87
42,91
41,04
39,25
37,54
35,90
34,34
32,84
31,41
30,04
28,73
27,48
26,28
25,14
24,04
22,99
21,99
21,03
20,11
19,24
18,40
17,60
16,83
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DISCUSSAO

O estudo permitiu reconhecer qual a grandeza, absorbancia ou transmitancia, expressou
melhor correlacdo com a contagem padrdo em placas de um in6culo de Mycobacterium
fortuitum.

Observando a tabela 3, constata-se evidéncias estatisticas de associacdo entre
absorbancia e UFC/mL e entre Transmitancia e UFC/mL.

Com relacdo a absorbancia, os testes estatisticos mostraram haver forte evidéncia
estatistica de que seu aumento estd associado ao aumento nos valores esperados das
concentracdes de UFC/mL, tanto para 14 quanto para oito amostras testadas, porém o valor de
p (0,0016) foi menor para 14 amostras do que para oito amostras (0,0191), enquanto que o
valor de R? foi maior para oito amostras do que para 14. A associagio entre os parametros
analisados em relacdo a absorbancia existe, porém violando duas premissas do teste para 14
amostras e, uma premissa para o0ito amostras.

Relativamente a transmitancia, os testes estatisticos mostraram haver forte evidéncia
estatistica de que seu aumento estd associado a diminuicdo nos valores esperados das
concentragdes em UFC/mL, tanto para 14 quanto para oito amostras. Os valores de p obtidos,
respectivamente, sio proximos (0,0027 e 0,0025), porém o valor de R? a partir da analise com
oito amostras mostrou-se superior aquele com 14 amostras (0,8044 e 0,5415,
respectivamente), sem violar nenhuma das premissas.

Observou-se também que o tempo de incubacdo prévio do indculo é fator determinante
nas variacdes das leituras no espectrofotdbmetro. As amostras com periodo de incubacdo mais
longo, quando analisadas em separado, revelaram coeficientes de determinagdo mais altos
(0,6275 para Abs e 0,8044 para T%) do que quando a analise foi realizada com todas as
amostras (0,5781 para Abs e 0,5415 para T%). Este achado informa que a inclusdo de
amostras, sob diferentes condicbes levam a perda de repetibilidade do protocolo. E
aconselhavel fixar, rigorosamente, todas as variaveis para a preparacdo de indculo e leitura no
espectrofotbmetro, incluindo-se, origem da cepa, intensidade e tempo de agitacdo,
temperatura e tempo de incubacdo e tempo para leitura de todas as dilui¢Ges testadas.

As amostras com mais de sete dias de cultivo, possivelmente continham um maior
namero de células viaveis e cultivaveis para uma mesma massa de bactérias. Esse fato explica
porgue em uma mesma leitura da transmitancia, encontraram-se maiores valores de UFC, uma
vez que a espectrofotometria € um método fisico e ndo qualifica as particulas em suspenséo.

Acredita-se que a leitura da transmitancia de diluicGes seriadas de base 10 seja a mais
indicada para se construir a curva de regressao linear dos dados. Dos quatro modelos
matematicos obtidos (tabela 3), o recomendado para o estudo de correspondéncia entre
diluicbes e leitura em espectrofotdmetro é o de transmitancia dada pela férmula:
LOG10(UFC) = 21.012 - 0.1936*Transmitancia.

O presente estudo desperta questionamentos quanto ao comportamento das leituras
feitas a partir de outros micro-organismos. A utilizacdo deste recurso representa a
disponibilidade de um metodo rapido para a indicacdo de concentracdo de agentes em
suspensOes utilizadas em experimentacGes, porém algumas restricbes e cuidados devem ser
considerados como discutido anteriormente. Acredita-se ser necessario continuar com tais
estudos buscando responder questdes como: 1) espécies diferentes de bactérias, nas mesmas
concentracdes apresentam o mesmo comportamento em absorbancia e transmitancia? e 2)
agentes com crescimento rapido (24h e 48h) oferecem a mesma correlagdo em absorbancia e
transmitancia, nas leituras feitas em mesmo comprimento de onda e mesmas dilui¢bes, que
aqueles agentes com crescimento lento (60 a 90 dias)?
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CONCLUSAO

Ha uma forte evidéncia estatistica que o aumento do valor da transmitancia de uma
amostra de indculo de Mycobacterium fortuitumm, cultivado por sete dias, esta associado com
0 decréscimo do valor de UFC em placas, seguindo o modelo matematico LOG10(UFC) =
21.012 - 0.1936*T%, com valor de p = 0,0025 e uma repetibilidade de mais de 80%. E
fundamental o desenvolvimento de outros protocolos no estudo da aplicacdo da
espectrofotometria na quantificacdo de agentes microbianos em indculos utilizados em
estudos experimentais de infeccdo e contaminacao.
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RESUMO

Foi investigada a evolucdo das taxas de vacinacdo contra brucelose, estabelecida pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT)
segundo as areas de risco delimitadas para o Estado pelo Programa Nacional de Erradicacao
da Febre Aftosa (PNEFA) no Estado do Para. Utilizaram-se os dados de vacinacdo do rebanho
bovino nos anos de 2008 a 2011 da Agéncia de Defesa Agropecudria do Para. Em 2008 as
taxas de vacinacdo media de brucelose nas areas livre de febre aftosa com vacinagéo (area 1),
de médio (area 2) e alto risco (area 3) foram de 36,3%, 25,3% e 22,5%, respectivamente. No
ano de 2011, estes valores aumentaram, com médias de 61,7%, 50,9% e 48,3%
respectivamente, sem diferirem estatisticamente. A porcentagem de municipios da area 1,
com taxa de vacinacdo acima de 80%, apresentou aumento de 5,1 vezes de 2008 para 2011,
enquanto a area 2 teve aumento de oito vezes e a area 3 foi de 0% para 28%. Os resultados
sugerem que 0 aumento das taxas de vacinagdo contra brucelose bovina no Para pode ter sido
influenciado pela mudanca na classificacdo de risco para Febre Aftosa em 2010.

Palavras-chave: cobertura vacinal, brucelose, Febre Aftosa, risco sanitario.

BOVINE BRUCELLOSIS VACCINATION RATES EVOLUTION IN DIFFERENT
FOOT AND MOUTH DISEASE RISK-RATING REGIONS IN PARA STATE, BRAZIL

ABSTRACT

The evolution of brucellosis vaccination rates, established by the National Program for the
Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis (PNCEBT), was investigated, based
on the risk rating of the areas covered by the National Program of Eradication of Foot and
Mouth Disease (PNEFA) in Para State, Brasil. The Agribusiness Protection Agency of Para
provided the vaccination data of cattle from 2008 to 2011. During 2008, the average
vaccination rates against brucellosis were 36.3%, 25.3%, and 22.5%, in areas assessed as
disease free with vaccination (1), medium risk (2) and high risk(3), respectively. In 2011 these
figures increased with averages of 61.7%, 50.9%, and 48.3% respectively, but not statistically
different. The percentage of municipalities in area 1 with vaccination rate above 80%

1 Agéncia de Defesa Agropecuéria do Estado do Para-ADEPARA. Geréncia Regional de Abaetetuba, ULSA de Barcarena-
PA.

2 Agéncia de Defesa Agropecuéria do Estado do Para — ADEPARA. Gerente de Programa, Belém-PA.

3 Agéncia de Defesa Agropecuéria do Estado do Para — ADEPARA. Diretor Operacional, Belém-PA.

4 Agéncia de Defesa Agropecuéria do Estado do Para — ADEPARA. Geréncia Regional e ULSA de Altamira-PA.

5 Docente no Curso de Medicina Veterinaria das Faculdades Metropolitanas Unidas - FMU-Séo Paulo.

6 Professora do Departamento de Apoio, Producdo e Salde Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba
FMVA-UNESP. Contato principal para correspondéncia.

Nobre AF, Barros Neto S, Galindo GAR, Rodrigues FC, Girardeli GL, Alves AJS. et al. Evolugéo das taxas de
vacinagao contra brucelose bovina segundo as areas de risco para febre aftosa no Estado do Para. Vet. e Zootec.
2016 set.; 23(3): 483-494.



ISSN Impresso 0102 -5716 ISSN Eletrdnico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 484

increased 5.1 times from 2008 to 2011, while in area 2 it increased eight times and in area 3 it
increased from 0% to 28%. The results suggest that the significant increase of vaccination
rates against bovine brucellosis may have been influenced by the risk assessment change
regarding FMD in Par4, in 2010.

Keywords: vaccination coverage, brucellosis, Foot and Mouth Disease, sanitary risk.

EVOLUCION DE LAS TASAS DE VACUNACION CONTRA LA BRUCELOSIS DE
ACUERDO CON LAS ZONAS DE RIESGO PARA FIEBRE AFTOSA EN EL
ESTADO DE PARA

RESUMEN

Se investigo la evolucidn de las tasas de vacunacion contra brucelosis establecidos por el
Programa Nacional de Control y Erradicacion de la Brucelosis y Tuberculosis (PNCEBT)
conforme las &reas de riesgo definidos para el Estado por el Programa Nacional de
Erradicacion de la Fiebre Aftosa (PNEFA) en el Estado de Para. Utilizamos los datos de
vacunacion del rebafio de la especie bovina para los afios 2008 a 2011 la Agencia de Defensa
Agropecuaria de Para. En 2008, las tasas medias de vacunacion contra la brucelosis en zonas
libres de fiebre aftosa con vacunacién (zona 1), zona de medio (zona 2) y alto riesgo (area 3)
fueron 36,3%, 25,3% y 22,5%, respectivamente. En 2011 estas cifras aumentaron, con un
promedio de 61,7%, 50,9% y 48,3% respectivamente, sin diferir estadisticamente. El
porcentaje de municipios de la zona 1, con las tasas de vacunacion superior al 80%, aumento
en 5,1 veces desde 2008 hasta 2011, mientras que la area 2 se incrementd en ocho veces y el
area 3 fue del 0% al 28%.Los resultados sugieren que el aumento de las tasas de vacunacion
de brucelosis bovina en Paré puede haber sido influenciado por el cambio en la clasificacion
de riesgo de la fiebre aftosa en 2010.

Palavras clave: tasas de vacunacion, brucelosis, Fiebre Aftosa, riesgo sanitario.
INTRODUCAO

A brucelose é uma importante zoonose causada pela bactéria Brucella abortus, estando
disseminada por todo o territorio nacional, tanto nos bovinos de corte como nos de leite (1). A
febre aftosa € uma doenca vesicular causada por Aphtovirus, que afeta animais biungulados,
principalmente bovinos (2). Ambas as doencas sdo de grande importancia para a
bovinocultura nacional, estdo incluidas na lista de doencas de notificacdo obrigatdria tanto no
pais quanto internacional (3,4) e possuem como medidas profilaticas compulsorias a
vacinacdo e o controle de trénsito (1,5).

O Estado do Para aderiu ao Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose
e Tuberculose (PNCEBT) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA),no ano de 2004, instituindo, a partir de janeiro de 2005, a exigéncia da comprovacéao
da vacinacdo de bezerras entre trés e oito meses de idade contra a brucelose com a vacina
B19, para a emissdo da Guia de Transito Animal (GTA) para transporte de animais, para
qualquer finalidade, inclusive comercializacéo (6).

Para atender ao Programa Nacional de Erradicacdo e Prevencdo da Febre Aftosa
(PNEFA) o Estado foi dividido em trés circuitos pecuarios. A partir de 2007, houve alteracdo
no status sanitario destes circuitos, adotando-se a classificacdo baseada na gestdo de risco
para a febre aftosa (7), subdividindo o Estado em trés areas. A area 1 (Centro Sul) passou a
ser livre de febre aftosa com vacinacao, possivel de comercializar animais e subprodutos com
todos os demais Estados do Brasil. A area 2, foi considerada de médio risco com vacinag&o,
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comercializando produtos de origem animal apenas com areas livres, sob condicGes de
cumprimento de determinados requisitos, enquanto a area 3 foi definida como de alto risco
com vacinacdo, que sO poderia comercializar animais com 0s municipios de mesma
classificacdo de risco, sendo proibida a saida de animais para as demais areas.

No ano de 2010, apés nova avaliacdo de risco para a febre aftosa, houve a
reclassificacdo destas &reas (8), e a area 3 passou de alto risco para médio risco, podendo
comercializar animais e produtos com outras areas, com as quais anteriormente ndo era
permitido. A partir do ano de 2011, o Estado do Paré e outros Estados das regides Norte e
Nordeste passaram a pleitear o status de area livre com vacinagdo, situacdo que foi
confirmada no ano de 2013, quando a totalidade do Estado foi declarada livre, podendo
comercializar animais com todos os outros Estados do Brasil com a mesma condi¢éo sanitaria
e ainda exportar animais para outros paises (9).

Considerando que, para o comércio de bovinos é necessaria a emissao da GTA e que
esta sO pode ser emitida mediante a vacinacdo das fémeas contra brucelose formulou-se a
hipdtese de que, no periodo de 2008 a 2011, nas areas de médio e alto risco, nas quais ndo era
permitido o comércio de animais para a area livre e nem o abate em frigorificos para
exportacdo, a porcentagem de vacinacdo contra brucelose seria menor do que na area livre e
tenderia a aumentar a medida que houvesse alteracdo do status sanitario. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a evolucdo das taxas de vacinacdo contra brucelose bovina e
verificar se houve diferenca estatisticamente significante entre as taxas das areas de
classificacdo de risco para febre aftosa delimitadas pelo PNEFA, no periodo de 2008 a 2011,
no Estado do Pard, Brasil.

MATERIAL E METODOS

O Estado do Para, com uma area de 1.247.954,666 Km?, possui uma populagdo de
7.581.051 habitantes. Destes, 5.191.559 (68,48%) estdo na area urbana e 2.389.492 (31,52%)
na area rural (10). O Estado registrou, em 2012, um rebanho efetivo de 19.541.556 bovinos
(11) distribuidos em 144 municipios e entre as 18 geréncias regionais da Agéncia de Defesa
Agropecuéria do Para - ADEPARA (Figura 1a).

O Estado foi dividido em circuitos pecuarios englobando varias regionais, havendo
algumas regionais que possuem municipios em diferentes areas. A area 1, que compreende a
regido centro sul inclui seis regionais: Itaituba, Altamira, Tucuma, Redencdo, Xinguara, Sao
Bento do Araguaia e parte das regionais de Maraba, Santarém e Tucurui, com 44 municipios e
uma populacdo bovina estimada, em 2011, de 14.500.000 de animais. A area 2 compreende a
regido do Salgado (proxima ao mar) e a regido metropolitana de Belém. E composta por cinco
regionais agricolas: Capanema, Capitdo Poco, Castanhal, Paragominas e Rondon do Para e
parte das regionais e Abaetetuba, Maraba, Soure e Tucurui, com 67 municipios e uma
populacdo bovina de aproximadamente 3.000.000 de animais. A area 3 compreende a regido
do Baixo Amazonas e 0 Marajo, abrangendo as regionais de Almeirim e Breves e parte das
regionais de Santarém, Soure e Abaetetuba, sendo composta por 32 municipios com uma
populacdo bovina de aproximadamente 950.000 animais (Figura 1b). Durante o periodo de
2008 a 2011, a &rea 1 manteve a classificacdo de livre de febre aftosa com vacinacdo, e a area
2 de médio risco para a doenca. A area 3 foi considerada como de alto risco para a doenca até
outubro de 2010 e médio risco a partir de entdo (8).
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Figura 1. Representacdo geografica do Estado do Paré subdividido segundo geréncias regionais (A) e
as areas de risco para febre aftosa, em 2008 (B) classificadas como area livre (1), de médio risco (2) e
de alto risco (3).

Os dados relativos ao numero de animais vacinados com vacina B19 foram
provenientes da Divisdo do Programa de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
da ADEPARA, compilados por meio da condensacio dos relatorios técnicos mensais
elaborados a partir das informacbes dos médicos veterinarios cadastrados no PNCEBT e
enviados pelas Unidades Locais de Sanidade Agropecuéaria (ULSA) a geréncia central.

As taxas de cobertura vacinal de cada municipio (porcentagem de fémeas
vacinadas/total de fémeas existentes até um ano de idade) foram agrupadas segundo a area de
risco e conforme as regionais para permitir a comparacao das frequéncias relativas (%) entre
as areas e dentro de cada area. As informacdes obtidas foram armazenadas em um banco de
dados no programa Microsoft Excel 2007®. A partir das porcentagens de vacinaco de cada
municipio no periodo de 2008 a 2011, foram calculadas as médias, desvio padrdo e valores de
maxima e minima para cada area.

As frequéncias relativas (%) foram calculadas e dispostas em forma de mapas
tematicos, caracterizando uma série historica de 2008 a 2011. Os mapas tematicos foram
elaborados por meio do software livre Quantum Gis e as porcentagens de vacinacdo foram
plotadas em forma de cores, de acordo com faixas de taxas de vacinagao.

A andlise estatistica foi calculada por testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis seguido
de teste de Dunn, utilizando-se o programa estatistico SAS - Statistical Analysis System (12)
versdo 8.0 e adotando-se o nivel de significancia de 5%,para comparar as taxas de vacinagéo
contra brucelose bovina entre as areas de risco para febre aftosa. Considerou-se a hipotese
nula de que ndo houve diferenca da taxa de vacinagdo entre o0s circuitos e a hipotese
alternativa de que houve a diferenca estatisticamente significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das médias das taxas de vacinacdo em todas as areas do Estado (Tabela 1)
estiveram abaixo de 62%,taxa inferior a esperada pelo PNCEBT (80%) para que a doenca
atinja niveis de prevaléncia que permitam passar a fase de erradicacdo (1). Observou-se
diferenca significativa entre as porcentagens de vacinacdo na area 1 (livre) em comparacao
com as areas 2 (médio risco) e 3 (alto e médio risco) nos anos de 2008 até 2010. No ano de
2011 houve um aumento na porcentagem de animais vacinados nas trés areas, ndo havendo
diferenca significativa entre a area livre e as areas de médio risco.
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Sugere-se que aumento progressivo nas taxas de vacinagdo contra brucelose na area 1
esteja relacionado com o aumento da exportagdo de gado vivo do Estado do Para para os
paises da Venezuela, do Libano e do Egito, que resultou em uma elevacdo no numero de
bovinos exportados vivos de 382.191 em 2008, para 616.663 em 2010 (13).

Tabela 1. Valores de média, desvio padrdo (D.P.), minima e maéaxima, referentes as
porcentagens de bezerras bovinas vacinadas contra brucelose (B19) segundo a area do Estado
do Pard, no periodo de 2008 a 2011. Dados da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Para
(ADEPARA).

Ano
Area* 2008 2009 2010 2011

Média + D.P. Média + D.P. Média + D. P. Média + D. P.

(Min - Méx) (Min - Méx) (Min - Max) (Min - Max)

1 36,3 + 26,5 55,9 £ 29,92 58,3 £ 29,12 61,7 + 29,02
(2,0 -95,8) (2,0-99,7) (10,2 - 100,0) (1,5-100,0)

2 25,3+21,8° 33,7+30,2b 31,8+32,3b 50,9 + 37,02
(1,6 - 87,2) (0,0 - 95,8) (0,0 - 100,0) (0,0 - 100,0)

3 22,5+221b 34,2 +27,8P 18,1+ 223" 48,3 + 35,02
(0,0-79,9) (0,0 - 89,8) (0,0-70,0) (0,0 - 100,0)

* Area 1= livre de febre aftosa com vacinagio; Area 2= médio risco; Area 3= alto risco (2008-2010) e médio risco em 2011.
**Valores seguidos de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Dunn (p<0,05)

Na area 2, onde esta localizado o rebanho de gado de elite, 0 aumento gradativo nas
porcentagens de animais vacinados também pode ter sido influenciado pelo fato de que o
Estado comecou a pleitear, no inicio de 2011, a alteracdo da classificacdo desta area de médio
risco para livre de febre aftosa com vacinacdo, o que aumentaria a possibilidade de venda para
mercados consumidores com melhores ofertas de pregos.

Considerando as diferencas geogréaficas, de manejo e comercializacdo de animais em
cada uma das areas e nas geréncias regionais, sdo sumariadas nas Tabelas 2 a 4, as
porcentagens médias de vacinacao contra brucelose segundo as regionais.

Na area 1 (Tabela 2), a regional de Altamira apresentou as maiores porcentagens de
vacinacdo durante trés dos quatro anos (56,8%, 84,7% e 77,9%), diferindo significativamente
da regional de Reden¢do em 2008 e da regional de Maraba em 2009. A regional de Redencéo
apresentou as menores percentagens de vacinacdo nos anos de 2008 e 2010 (14,7% e 23,7%) e
diferiu significativamente da regional de Altamira em 2008 e Xinguara em 2010.

De acordo com Amaku et al. (14), para coberturas vacinais acima de 70% o tempo
necessario para reduzir a prevaléncia da brucelose bovina para 2% é estimado em dez anos.
Assim, com base nos resultados acima, podemos inferir que as regionais de Altamira, Tucuma
e Xinguara sdo as trés regionais que conseguirdo controlar a doenga no Estado, caso sejam
mantidas as taxas apresentadas a partir de 2010, que foram muito proximas ou superiores a
70% de cobertura vacinal. Em contraste, entretanto, ocorre o0 inverso com as regionais de
Maraba e Tucurui, que apresentaram as menores medias de vacinagdo dentre as regionais da
area 1.

Entre as regionais da area 2 foi observada variagdo acentuada nas taxas de vacinagao ao
longo dos anos (Tabela3). Particularmente no ano de 2008, apenas duas regionais
apresentaram porcentagem de vacinagdo meédia igual ou superior a 30% (Paragominas e
Castanhal). No ano de 2009 houve um aumento nas taxas de vacinagdo na maioria das
regionais, com excecdo de Abaetetuba e Capanema que continuaram com media abaixo de
30% (16,9% e 14,4%, respectivamente).
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Tabela 2. Valores de média, desvio padrdo (D.P.), minima e maxima, referentes as
porcentagens de bezerras bovinas vacinadas contra brucelose (B19) segundo as regionais
localizadas na area 1 do Estado do Para, no periodo de 2008 a 2011. Dados da Agéncia de

Defesa Agropecudaria do Para (ADEPARA).

Ano
Regional 2008 2009 2010 2011
Area 1 Média + D.P. Média + D.P. Média + D. P. Média + D. P.
(Min - Méax) (Min - Max) (Min - Max) (Min - Méx)
Altamira 56,8 + 22,4 84,7 + 20,42 75,2 + 15,8% 77,9 £ 23,42
(34,7 -94,0) (39,9-99,7) (52,1-97,3) (27,9 - 100,0)
Itaituba 43,8 + 28,5 47,5+ 18,9 45,1 +17,5%® 61,9 £+ 25,32
(20,1 - 86,6) (20,6 - 72,2) (21,4 - 62,6) (32,1 -100,0)
Maraba 26,8 + 28,2 24,6 + 18,9 449 + 26,6 41,1 + 34,22
(9,1 76,3) (2,0-413) (13,6 - 76,5) (11,9-96,9)
Redencéo 14,7 £12,3 30,8 + 29,9% 23,7 +10,6° 56,0 + 31,5°
(2,0-311) (5,8-819) (10,2 - 35,7) (21,0 - 100,0)
Santarém** 37,3%® 69,8% 43,9 100?
Séo Geraldo 38,5 +32,1%® 60,1 +21,7% 53,5 + 23,2% 59,1 + 33,82
(6,7 -95,8) (38,4 -83,2) (17,4 -82,7) (1,5-100,0)
Tucuma 23,7 +£6,9% 45,2 + 30,4%® 68,6 + 38,3® 65,7 + 26,1°
(14,0 - 29,3) (18,0 - 87,3) (16,5-99,9) (32,3-86,7)
Tucurui 29,4 + 252 74,5 + 24,7 42,0 +21,2% 36,0 £ 27,72
(4,2+£73)9) (49,8 -99,2) (26,2 - 66,1) (13,0 - 66,7)
Xinguara 41,5 + 26,1 67,3 + 26,7% 97,8 £3,2° 69,3 £ 22,62
(15,1 -90,5) (32,5-99,3) (91,5 - 100,0) (45,8 - 100,0)

* Valores seguidos de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Dunn (p< 0,05).
** Valor correspondente a apenas um municipio desta regional que pertence a érea 1.

No ano de 2011 somente duas regionais tiveram a média abaixo de 50% de vacinagédo
sendo que a regional de Capanema apresentou taxa acima de 70%. Na regional de Soure,
apenas um municipio, que vacinou 100% das bezerras, pertence a area 2, 0s demais estdo
localizados na &rea 3 (Tabela 4). Assim, de acordo com a simulagdo de Amaku et al. (14),
caso sejam mantidos estas taxas de vacinacgdo (entre 50 e 70%), esse circuito demorara cerca
de vinte anos para a reducédo da prevaléncia de brucelose a 2%.

Na area 3, as regionais com as piores taxas de vacinacdo foram Abaetetuba e Breves,
apresentando porcentagens médias de até 0% embora em alguns anos ndo tivessem registrado
fémeas em idade de vacinacdo (Tabela 4). Nesta area, a Unica regional que atingiu a taxa
acima de 70% foi a de Soure, e nenhuma delas obteve a taxa minima esperada pelo PNCEBT

Q).

Nos mapas de distribuicdo das taxas de vacina¢do por municipios, durante o periodo de
estudo (Fig. 2), observa-se que, no ano de 2008 (Fig. 2a), todos 0s 44 municipios da area livre
para febre aftosa com vacinagédo (area 1) possuiam bezerras em idade de vacinacdo e, destes,
apenas cinco (11,36%) atingiram taxa de vacinacao acima de 80%. Na area 2, de médio risco,
76,1% (51/67) dos municipios possuiam bezerras em idade de vacinacdo e apenas 3,92%
(2/51) atingiram a taxa esperada, sendo que praticamente metade (49%) apresentaram taxas
abaixo de 20%. Na area 3, de alto risco, 62,5% dos municipios possuiam bezerras entre trés a
oito meses, porém em nenhum deles a taxa de 80% foi atingida, estando abaixo de 20% em
60% dos municipios.
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Tabela 3. Valores de média, desvio padrdo (D.P.), minima e maxima, referentes as
porcentagens de bezerras bovinas vacinadas contra brucelose (B19) segundo as regionais
localizadas na area 2 do Estado do Para, no periodo de 2008 a 2011. Dados da Agéncia de
Defesa Agropecuaria do Para (ADEPARA).

Ano
Regional 2008 2009 2010 2011
Area 2 Média + D.P. Média + D.P. Média + D. P. Média + D. P.
(Min - Méax) (Min - Max) (Min - Méax) (Min - Méax)
Abaetetuba 22,1 +31,4* 16,9 + 30,6" 26,9 + 30,72 42,7 + 41,22
(3,3-87,2) (0,0-90,0) (0,0-97,0) (1,1-100,0)
Capanema 20,9 £ 21,08 14,4 +19,8° 17,0 £ 29,52 71,7 £34,9°
(2,9-73,0) (0,0-73,8) (0,0-98,8) (11,6 - 100,0)
Capitdo Poco 24,1+ 14,6 47,2+ 27,9% 32,5+ 27,5 60,6 + 35,42
(3,6 -47,4) (6,0 - 89,2) (0,0 - 81,6) (15,4 - 100,0)
Castanhal 30,1 £26,22 40,5 + 24,7%® 37,0 + 34,82 50,1 + 34,42
(6,5-26,2) (0,0-92,6) (0,0-98,7) (1,0-100,0)
Maraba** 26,62 87,82 42,62 45,62
Paragominas 36,7+21,0% 50,4 + 35,9% 52,8 + 28,42 45,8 + 20,52
(10,7 - 67,1) (20,6 - 95,8) (26,0 - 100,0) (14,6 - 65,9)
Rondon 23,7 £5,9° 50,8 + 35,0® 53,3 +31,92 59,4 + 28,52
(18,1 -29,3) (22,4 - 94,8) (29,9-99,7) (39,2 - 100,0)
Soure 16,72 45,8 + 45 2% 4,6 8,0 1002
(13,8-77,8) (0,0-13,9)
Tucurui 15,1 £ 20,22 34,6 + 29,1%® 52,0 + 48,1° 51,4 + 30,22
(1,6 - 38,3) (4,6 -62,7) (1,6 - 97,4) (30,8 - 86,0)

* Valores seguidos de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Dunn (p< 0,05)
** Valor correspondente a apenas um municipio desta regional que pertence a érea 2.

Tabela 4. Valores de média, desvio padrdo (D.P.), minima e maéaxima, referentes as
porcentagens de bezerras bovinas vacinadas contra brucelose (B19) segundo as regionais
localizadas na area 3 do Estado do Para, no periodo de 2008 a 2011. Dados da Agéncia de
Defesa Agropecuéria do Para (ADEPARA)).

Ano
Regional 2008 2009 2010 2011
Area3 Média + D.P. Média + D.P. Média + D. P. Média + D. P.
(Min - Méx) (Min - Méx) (Min - M&x) (Min - Méx)
Abaetetuba 11,9 + 13,1 0,7+ 0,92 L
(2,6 - 21,1) (0,0-1,3)
Almeirim 35,0 + 30,9° 45,6 + 37,3 24,4 + 20,9 38,5 + 3,0°
(9,4 - 79,9) (0,0 - 89,8) (0,0 - 48,3) (35,8 -41,7)
Breves 18,32 L 34+7,6° 33,0 £29,12
(0,0 - 16,9) (2,5 - 69,2)
Santarém 30,9 + 20,42 41,7 + 27,42 36,2 + 25,2 59,1 + 32,7
(5,4 - 61,2) (7,9 - 73,1) (0,3 - 70,0) (0,4 - 97,9)
Soure 5,2 +4,9% 36,8 + 24,8 9,6 + 14,0® 78,2 + 21,5
(0,0 - 12,0) (2,0 - 77,8) (0,0 - 36,3) (35,0 - 100,0)

* Valores seguidos de letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste de Dunn (p< 0,05)
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Figura 2. Taxa de vacinacdo de bezerras bovinas contra brucelose (vacina B19), no Estado do Para,
segundo o municipio, durante os anos de 2008 (A), 2009 (B), 2010 (C) e 2011 (D).

No Gltimo ano do periodo avaliado (2011) a area 3 ja havia recebido status sanitario
alterado para area de médio risco. Nessa area € possivel observar (Fig. 2d) que houve
alteracdo na distribuicdo dos municipios em relagdo a taxa de vacinacdo, além da alteracdo,
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também, no nimero de municipios sem bezerras em idade de vacinacdo, comparado com 0sS
demais anos analisados.

A porcentagem de municipios da area livre com taxa de vacinacdo acima de 80%
aumentou de 11,36% em 2008 para 58,3% em 2011, ou seja, apresentou aumento de 5,1
vezes. Na area que ja era anteriormente classificada como médio risco (area 2) este aumento
foi de oito vezes, aumentando de 3,92% para 31,3% dos municipios. A mudanga mais notavel
foi em relacdo a area 3, na qual nenhum municipio atingiu 80% de cobertura em 2008 e que
passou a apresentar 28% dos municipios com taxa de vacinacao acima de 80%, em 2011.

Avaliando-se a totalidade do Estado observou-se durante o periodo avaliado,
diminuicdo no ndmero de municipios com taxas de vacinagdo entre 0 e 40% e 0 aumento
daqueles com taxas acima de 41% (Tabela 5). A mudanc¢a mais importante foi para 0 numero
de municipios com taxas entre 81 e 100%, com aumento de seis vezes de 2008 (7) para 2011
(42).

Tabela 5. NUmero de municipios do Estado do Para, segundo os indices de vacinacdo de
bezerras bovinas contra brucelose utilizando a vacina B19, no periodo de 2008 a 2011. Dados
da Agéncia de Defesa Agropecudria do Para (ADEPARA).

Taxa de vacinagéo (%) 2008 2009 2010 2011

0-20 51 42 58 21

21-40 37 27 26 19

41-60 13 21 21 25

61-80 7 18 13 19

81-100 7 21 21 42

sem bezerras 28 14 4 7
Total 143 143 143 133

Um fator a ser destacado, conforme ressaltaram Minervino et al. (15), é que a pratica da
vacinacdo do rebanho bovino contra brucelose é recente no Estado do Para, tendo sido
implantada como medida compulséria apenas a partir de janeiro de 2005 (6). Além disso,
outros fatores podem ter contribuido para o aumento nos indices de vacinacdo, incluindo a
contratacdo de maior numero de fiscais agropecuarios nos anos de 2008 e 2010 (os quais se
empenharam na educacdo sanitaria visando a conscientizacdo dos proprietarios sobre a
importancia da vacinacdo), a autorizacdo para exportacdo de gado vivo da area livre a partir
de 2010 e o pleito, em 2011, para a ampliacdo da area livre para todo o Estado, conforme
ocorrido em 2013 (9).

Um reflexo deste aumento nas taxas de vacinacdo foi a reducdo da soroprevaléncia da
brucelose em bovinos e bubalinos no Estado do Para entre 2008 a 2012, de 4,58% para
1,30%, conforme demonstraram Casseb et al. (16), a partir dos resultados de exames
realizados por médicos veterinarios do servico oficial de defesa sanitaria animal, e por
médicos veterinarios autdnomos habilitados pelo MAPA junto 8 ADEPARA.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram as regionais e 0sS municipios com menores
taxas de vacinacdo no Estado, possibilitando, a partir das caracteristicas geogréficas,
climaticas e econbmicas locais ou regionais, adotar medidas sanitarias que visem o
incremento da vacinagdo como a elaboragéo de projetos educativos para a conscientizacgdo de
produtores rurais de pequenas, medias e grandes propriedades sobre a importancia do controle
da doenga por meio da vacinacdo e implantacdo de cursos de formacgdo de agentes
vacinadores semelhantes aos realizados no Estado da Bahia (17).
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CONCLUSAO

O presente estudo indica que 0 aumento na taxa de vacinagdo contra brucelose bovina
no Estado do Para, no periodo de 2008 a 2011, pode ter sido influenciado pela reestruturacdo
das areas de risco pelo PNFA, uma vez que houve diferenca entre as taxas de vacinacao nas
trés areas delimitadas pelo PNEFA.

Infere-se, que, mesmo com a medida compulséria da comprovacdo de vacinacdo para a
movimentacdo dos animais e mesmo diante da obrigatoriedade da vacinagdo das bezerras
contra a brucelose, o Estado ainda tem a taxa média considerada abaixo do esperado para
evolucdo para a fase de erradicagdo. No entanto, ressalta-se que foi marcante a melhora da
cobertura vacinal neste periodo, indispensavel para o controle da doenca e de grande
importancia para a satde do rebanho, para a economia e Salde Publica Paraense.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a worldwide anthropozoonosis, mainly distributed in coastal and tropical
regions, and caused by the bacterium Leptospira spp. In urban areas, synanthropic rodents are
the main transmitters to humans and other animals through the urine. Dogs can participate as
domestic reservoirs to the human infection due to the renal persistence and elimination of the
bacterium through the urine. Thus, the present study aimed to determine the presence of
antibodies to Leptospira spp. in serum samples from dogs in Ubatuba municipality, Sdo Paulo
State, Brazil. Associations between the serological results and epidemiological variables such
as breed, age, sex, access to the street, access to untreated water, previous vaccination against
leptospirosis, and presence of rodents, were assessed. Leptopira spp. antibodies were detected
in 30/205 (14.6%) serum samples, and the prevalent serovars were Pyrogenes (30%),
Autumnalis (23.3%), and Canicola (20%). No coagglutination was observed, as well as no
significant association was observed between the studied epidemiological variables and the
serology (p-value > 0.05). Thus, leptospirosis is active and circulating the studied city, which
has high rainfall index; however, factors like access of dogs to the street, accumulated water
and presence of rodents did not present the expected importance. Further studies should be
conducted in the studied region focusing the detection of antibodies in stray dogs, which are
more exposed to the bacterium in coastal and tropical areas, as well as live close to the
production and herbivorous animals.

Keywords: Leptospira spp., dogs, antibodies, infection, public health, coast.

INQUERITO SOROEPIDEMIOLOGICO PARA LEPTOSPIROSE CANINA NO
LITORAL DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

RESUMO

A leptospirose € uma antropozonoose mundialmente distribuida, principalmente em regiGes
litoraneas e tropicais, e causada pela bactéria Leptospira spp. Em areas urbanas, os roedores
sinantrépicos sdo 0s principais transmissores aos seres humanos e outros animais pela urina.
Os cdes podem atuar como reservatérios domesticos para a infeccdo no homem devido a
persisténcia renal da bactéria e eliminacdo pela urina. Deste modo, o presente trabalho teve
como objetivo determinar a presenca de anticorpos para Leptospira spp. em amostras de soro
de cées do municipio de Ubatuba, SP, Brasil. As associa¢cfes entre os resultados sorologicos e
variaveis epidemioldgicas como raca, idade, sexo, acesso a rua, acesso a agua nao tratada,
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vacinacdo prévia contra sorovares de Leptospira spp., e presenca de roedores, foram
analisadas. Anticorpos para Leptospira spp. foram detectados em 30/205 (14,6%) amostras de
soro, e 0s sorovares prevalentes foram Pyrogenes (30%), Autumnalis (23,3%) e Canicola
(20%). Nenhum sorovar co-aglutinante foi observado, e também ndo fora observada
associacdo significativa entre as varidveis epidemioldgicas estudadas e os resultados da
sorologia (p > 0,05). Assim, conclui-se que a leptospirose estd circulante no municipio
estudado, municipio que apresenta alto indice pluviométrico, porém fatores como acesso de
caes a rua, agua acumulada e presenca de roedores ndo apresentaram importancia esperada.
Futuros estudos devem ser realizados na regido estudada focando a pesquisa de anticorpos
também em cées errantes, que se encontram mais expostos a bactéria em areas litoraneas e
tropicais, e 0 convivio com animais herbivoros e de producéo.

Palavras-chave: Leptospira spp., cées, anticorpos, infeccdo, saide publica, litoral.

ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO PARA LEPTOSPIROSIS CANINA EN LA
COSTA DEL ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

RESUMEN

La leptospirosis es una antropozonoose distribuida por todo el mundo principalmente en las
regiones costeras y tropicales, y es causada por la bacteria Leptospira spp. En las zonas
urbanas, los roedores sinantropicos son los principales transmisores a los seres huamnos y
otros animales por la orina. Perros pueden actuar como los principales reservorios domeésticos
para la infeccién en el hombre debido a la persistencia renal de la bacteria y la eliminacién en
la orina. Asi, el presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de anticuerpos
para Leptospira spp. en muestras de suero de perros de la ciudad de Ubatuba, SP, Brasil. Las
asociaciones entre los resultados seroldgicos y variables epidemioldgicas como la raza, edad,
género, acceso a la calle, acceso al agua no tratada, vacunacion previa contra Leptospira spp.
y presencia de roedores fueron analisadas. Anticuerpos para Leptospira spp. fueron detectados
en 30/205 (14,6%) muestras de suero, y los serovares prevalentes fueron Pyrogenes (30%),
Autumnalis (23,3%) y Canicola (20%). No se observd serovar co-aglutinante, ni asociacion
significativa entre las variables epidemioldgicas estudiadas y los resultados de la serologia (p
> 0,05). Asi, concluyese que la leptospirosis esta circulante en el municipio estudiado,
municipio que presenta alta precipitacion, pero factores como el acceso a los perros de la
calle, agua acumulada y presencia de roedores no se mostrarén importantes como esperado.
Futuros estudios deben ser realizados en la region estudada, centrandose también en la
pesquisa de anticuerpos en perros callejeros, los quales estan méas expuestos a la bacteria en
las zonas costeras y tropicales, y que viven junto con los animales herbivoros y de
produccién.

Palabras clave: Leptospira spp., perros, anticuerpos, infeccion, salud publica, costa.
INTRODUCTION

Leptospirosis is a worldwide anthropozoonosis, caused by the bacterium, spyrochete,
Leptospira spp. that affects several wild and domestic animal species, and humans (1,2). This
infection presents a high social, economical and cultural importance. It is spread by factors
like disordered growth of urban centers, migrations, deficiencies in basic sanitary conditions,
high rainfall indexes, and uncontrolled garbage accumulation. The persistence of the agent in
the nature and its high infectious potential rate are assured by different serovars, multiple host
species and relative degree of survival in the environment (3,4). The environmental resistance
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increases the importance of animals considered healthy carriers, which can excrete leptospira
and are the major responsible for the persistence of the disease foci, responsables for the
maintenance of the agent in the environment (1). In this context, dogs have great importance
in the epidemiology of leptospirosis due to their close relationship o the humans (5,6). Dogs
eliminate some serovars through the urine, intermittently, for months and years. Rodents,
specially Rattus norvegicus (R. norvegicus), are the main reservoirs of the serovar
Icterohaemorrhagiae (6,7). L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae and serovar Canicola
are the most common serovars isolated from dogs with leptospirosis (4,5,8-10).

Leptospirosis can be transmitted among the animals by direct contact, venereal and
placental transmission, and wounds. Indirect transmission occurs by the exposure of
susceptible animals to contaminated vegetation, soil, food and water, as well as fomites (1).

In this way, the present study aimed to determine the frequency of antibodies to
Leptospira spp. in dogs from Ubatuba, a coastal municipality in Sdo Paulo State characterized
by a high rainfall index in the tropical region of Brazil, as well as the most frequent
epidemiological variables associated to the occurrence of the infections in the studied
population.

MATERIAL AND METHODS
Experimental design and sampling

This study was carried out in Ubatuba, a coastal municipality located in the north of the
Sdo Paulo State (23°26°S; 45°04’W), Southeastern region of Brazil. Ubatuba is crossed by the
Tropic of Capricorn (11) and presents rainfall index ranging approximately from 1,600 to
3,000 mm/year (12); it is located at 250 km away from the capital of the State, and surrounded
by “Serra do Mar” and Atlantic Forest (712 Km? total area), and mean altitude of 835 m
above the sea level, with a range from 800 to 1670 m in the highest parts. The climate is
humid tropical, and present dominant winds from the South and Southeast. The population is
estimated in 78,801 habitants (13) (105.33 inhabitants/km?). The urbanization rate is 97.8%,
with 22.8% receiving sanitary treatment and 76.2% treated water.

This study was designed as a cross-sectional study. The sample size was determined
considering a human population from the studied city, obtained with the Brazilian
government by the Censo 2010, and using a 1:10 (dog:man) proportion (14), which resulted in
7,501 dogs. Considering a prevalence of 50%, standard-error of 7%, the minimum number of
animals calculated was 191, but increased to 205 due to the availability and safety reasons
(15). Sample size was calculated in Epilnfo 3.1 (16). All animals had an owner, and they were
randomly selected with no preferences for indoor or stray dogs, sex, age or breed. All dog
owners signed a consent and authorization term for the utilization of samples in this research.
Blood samples (4-5 mL) were drawn by cephalic or jugular vein puncture, and serum samples
obtained by the centrifugation at 1,600 x g, 10 min. Serum samples were transferred to
microtubes, and stored at —20°C.

Questionnaire

An epidemiological questionnaire was applied to the owners or those who fed the
animals used in this study. It was directed to the risk factors related to the leptospirosis. The
collected data included breed, age, sex, access to the street, previous vaccination against
Leptospira spp. serovars, access to untreated water (both in the house and on the street), and
presence of rodents in the house and surrounding areas.
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Microscopic agglutination test (MAT)

Serum samples were tested for Leptospira spp. antibodies using the microscopic
agglutination test (MAT) (17). A panel of 25 serovars were tested and represented ten
Leptospira spp. serogroups, as follows: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo,
Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa,
Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorraghiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes,
Hardjo, Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, and Patoc. Samples were two-ratio diluted,
starting at 1:100. The titer was considered the reciprocal of the highest dilution with less than
50% leptospira agglutination. The cut-off titer was considered as 100.

Statistical analysis

All data were entered in a Excel spreadsheet. The association between the
epidemiological variables and the serological results for Leptospira spp. antibodies was
assessed using the Chi-square (y?), or Fisher’s exact test, considering o = 0.05. All tests were
run using InStat 3 (GraphPad Software, USA).

RESULTS

Leptospira spp. antibodies were detected in 30/205 (14.6%; CI195% 10.5-20.1%) canine
serum samples, with higher occurrence in animals living close to beach areas. The prevalent
serovars were Pyrogenes, Autumnalis and Canicola (Table 1). No coagglutination was
observed. None of the positive animals had been previously vaccinated against Leptospira
spp. serovars according to the questionnaire. Also, no significant association was observed
between the serology and the studied epidemiologial variables (p-value > 0.05) (Table 2).

Table 1. Frequency of Leptospira spp. serovars in 205 studied dogs.

Sorovar Positive samples Percentage (%) Cl195%?
Pyrogenes 9 30.0 16.7-48.0
Autumnalis 7 23.3 11.9-41.1
Canicola 6 20.0 9.6-37.5
Copenhageni 4 13.3 5.4-29.8
Icterohaemorrhagiae 2 06.7 2.0-21.4
Grypottyphosa 2 06.7 2.0-21.4
Total 30 100.0 -

@ Cl195%: 95% confidence interval.
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Table 2. Univariate analysis for the association between the epidemiological variables and
serological resuts for leptospirosis.

: Reagent; OR (CI95%)° d
a -
Variables N MAT C195%° p-value
Sex Male 95 13 13.7; 08.2-22.0 .
Female 110 17  15.4:009-234 090419 044
Breed DEF 34 3 8.8; 03.2-23.1 ¢
UDF 171 27 15.8; 11.1-22.0 0.5(0.2-1.8) 0.22
Age (years) 0-4 80 9 11.2; 06.1-20.0
4-8 73 9 12.3; 06.7-21.8 - 0.13¢
8-12 52 12 23.1; 13.8-36.2
Access to the street Yes 84 8 9.5; 05.0-17.7

f
No 121 22 182123260 02021 006

Access to untreated water Yes 77 8 10.4; 05.4-19.2

f
No 128 22 172116247 060213 013

Vaccination Yes 77 0 00.0; 00.0-00.2 i 0.07"
No 128 30 15.9;11.4-21.8 '
Presence of rodents Yes 80 11 13.8; 07.9-23.0

f
No 125 10 152:10.0-225 0904200 047

Legend: DEF, defined breed; UDF, undefined breed; 2 Titer > 100; ® Frequency of positive animals based on the studied variable; ¢ OR
(C195%): Odds ratio (95% confidence interval) ¢ p-value to o = 5%; ¢ Chi-Square test (x?); f Fisher’s exact test.

DISCUSSION

Leptospirosis is a important disease, mainly in tropical areas, and dogs may develop an
important role on the maintenance of the infection. This study reports an infection occurrence
of 14.6% in dogs, which quite similar to the observed in other canine populations sampled in
Brazil and other countries around the world, ranging from 2.7 to 28.9% (4,8-10,18-23),
dependent on the social and economic factors, as well as the climate of each area. For
example, Blazius et al. (9) observed 10.5% (62/590) reagent dogs in another part of the
Brazilian coast. The tropical and subtropical conditions reported by Blazius et al. (9) and this
study suggest that the climate in both areas allowed the maintenance of the bacterium, mainly
by the presence of dogs and rodents, which keep the causative agent in the nature.

Dogs play an important role in the transmission of this disease to the humans. They
keep the bacterium in their kidneys for long periods, and can eliminate it intermittently
through the urine without presenting clinical signs, or even after clinical improvement. This is
a serious problem due to their domestic habits and close contact to the owners and other
humans (1,19), which allows the dissemination of the infection to the humans and other
animal species. Stray dogs, or even those spending most of time out of their houses, are
longer exposed to infectious Leptospira spp. specimens present in the environment,
eliminated by other infected dogs, and constitute the major infection sources to humans
(9.18).

Rats, R. norvegicus, are the main carriers of L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
and, once infected can transmit this and other serovars intermittently during their life, without
any clinical sign or death (1,2). This serovar has been frequently observed in tropical regions,
i.e. S@o Paulo City (6). However, the present study observed low frequency for this serovar
(2/30; 6.7%), and, as the others, no significant association with the presence of rodents. On
the other hand, the answer to the questionnaire can be masked since rodents have nocturnal
habits and might have not been seen even inside the house and surrounding areas. No
significant association was neither observed to other important related variables to
leptospirosis, i.e., access to the street. It is different from the observed by Silva et al. (21), in
Botucatu City, SP, a non-coastal region, who detected significant association of 22.1%
positive dogs with the access to the street.
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Serovars Canicola and Icterohaemorrhagiae are considered the most frequent cause of
canine leptospirosis in the USA. However, in these days, Grippotyphosa, Pomona and
Bratislava are considered very important for dogs, not only in North America but also in
South America, Africa, Europe and Asia (7,24). Birnbaum et al. (25) detected 91.2% (31/34)
dogs infected with L. interrogans serovar Pomona or Grippotyphosa, presenting renal and
hepatic disease in New York, USA. Okewole and Ayoola (23) observed 64.7% (11/38) dogs
positive to Grippotyphosa in Nigeria. Nielsen et al. (26), Van den Broek et al. (27), Stokes et
al. (10) and Okewole and Ayoola (23) observed that, in addition to the others, Bratislava is
also important in the USA, United Kingdom and Nigeria.

As shown in Table 1, Pyrogenes (9/30; 30.3%), Autumnalis (7/30; 23.3%) and Canicola
(6/30; 20%) are the main causative serovoars in the studied region of the Brazilian coast.
Similar results were obtained by Blazius et al. (9), who detected Pyrogenes (26/62; 18%),
Canicola (20/62; 13.8%), and Icterohaemorrhagiae and Copenhageni (18/62; 12.5%) in dogs
from Itapema, a coastal region from Santa Catarina State, South Region of Brazil.

However, Aguiar et al. (22) detected Autumnalis (20/90; 22.2%) as the prevalent
serovar in Monte Negro, RO, North Region of Brazil, followed by Pyrogenes (11/90; 12.2%),
Canicola (9/90; 10%), and Shermani (7/90; 7.5%). Similar results were observed by Mascolli
et al. (4) with Autumnalis (34.8%), Copenhageni (24%) and Icterohaemorrhagiae (10.3%), as
well as by Silva et al. (28) with Castellonis (28.68%), Autumnalis (19.12%), and Pyrogenes
(17.65%).

In other hand, Yasuda et al. (18) observed Canicola as the prevalent one (50.7%).
Canicola is the most frequent serovar in dogs, and causes important infection in humans. In
dogs, it may cause acute disease, fever (40°C), difficulty to move the posterior members,
apathy, anorexia, pain to abdominal and posterior member palpation, bloody diarrhea,

Serovar Pyrogenes is the most common among production and herbivorous animals
(cattle, horses, sheep and goats), as well as and other species co-habiting the same places.
Therefore, this serovar commonly occurs in rural environments and is considered accidental
to dogs (8). Accidental hosts are not important infection reservoirs, and the transmission
occurrence is low. The transmission from an accidental host is relatively rare (8). To the
epidemiological point of view, accidental hosts work much better as sentinels for the infection
in humans and dogs. In this study, the infection by Pyrogenes has probably occurred because
most of dogs and herbivores (mainly horses) share the same area the live in this region.

No significant association was observed between the epidemiological variables and the
serological results (p-value > 0.05). In other hand, Aguiar et al. (22) observed significant
association to the sex, in which males had 2.3 more chances to have positive results to the
serology than females (C195% = 1.3-3.9; p-value < 0.05). The high occurrence in males was
also reported by Modolo et al. (20), with 18.4% infected males, compared to 11% females (p-
value < 0.05).

In the studied region, leptospirosis has a seasonal character since the rainfall index is
high throughout the year, which is different from Itapema (9), where rainfall index is higher
from December to January with consequent increase of the incidence (2,7). This constitutes an
alert for both public health offices and the population to improve the control of such animals.
Contaminated water is the main responsible for the dissemination of leptospirosis by the
direct contact (8); however, in this study it did not present the expected importance in the
transmission to dogs.

Maintainance hosts are generally wild species and, sometimes, pets or production
animals. The transmission among these hosts is efficient and the incidence is relatively high.
The contact with maintainance hosts or areas contaminated with their urine may disseminate
the infection (8).
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The present study highlight the circulating Leptospira spp. in the studied Brazilian
coastal region, but the studied risk factors did not present the expected importance for the
transmission and maintanance of the infection, which contributes to the keep dogs as sources
of infection to the humans. Further studies should be conducted in the studied region focusing
the detection of antibodies in stray dogs, which are more exposed to the bacterium in coastal
and tropical areas, as well as live close to the production and herbivorous animals.
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ABSTRACT

The aim of this study was to retrospectively assess a population of cats with long-bone
fractures over a six year period. Data about cat signalment (breed, sex, age, body weight);
domiciled or not; cause of injury; time of occurrence; injured limbs and fractured bones
(humerus, radius/ulna, femur, tibia/fibula); soft-tissue damage (closed, open); and fracture
location (proximal, middle or distal one-third), direction of the fracture line in relation to the
bone's longitudinal axis (transverse, oblique, spiral) and extent of damage (incomplete,
complete, multi-fragmentary) were evaluated. To compare the variable proportions was used
G-test assumed that the proportions in each category were equal. The differences were
considered significant at p<0.05. A total of 141 cats were evaluated, 90.07% were crossbreed,
6.38% Siamese, and 3.55% Persian. The body weight was greater than or equal to 2.0 kg in
68.08% of the cases. The femur was the most affected bone (50.84%), followed by the
tibia/fibula (29.05%), and radius/ulna (10.61%) and humerus (9.50%). The cats had from six
to 180 months of age, being 58.16% up to 12-month-old. Motor vehicle accidents accounted
for 42.55% of the causes, followed by dog bites (12.76 %), falls (4.25%), and accidents in
general. The closed fractures (85.47%) were more frequent than open fractures (11.12%). In
conclusion, this population was constituted mainly of domiciled crossbred cats, under 12
months of age, weighing more than or equal to 2.kg, that have been more frequently affected
by complete and closed fractures of the femur due to traffic-related accident.

Keywords: feline, fracture, cause, classification.
FRATURAS DE OSSOS LONGOS EM GATOS: ESTUDO RETROSPECTIVO
RESUMO
O trabalho teve por objetivos analisar, retrospectivamente, uma determinada populagdo de
gatos com fraturas dos 0ssos longos, por um periodo de oito anos. Foram pesquisados dados
sobre a identificacdo do animal (raca, sexo, idade, peso); se domiciliado ou ndo; causa da

lesdo; tempo da ocorréncia; membros (toracico e/ou pélvico) e ossos acometidos (Umero,
radio/ulna, fémur, tibia/fibula); comprometimento de partes moles (fechada, exposta); e tipo
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de fratura quanto a regido (terco proximal, médio e distal), orientagdo da linha de fratura
relativa ao eixo 0sseo (transversa, obliqua, espiral) e extensdo do dano (incompleta, completa,
multifragmentar). Para comparar as propor¢des das variaveis avaliadas foi usado teste G
assumindo propor¢Oes esperadas iguais. O limite de significancia estatistica foi p<0,05. Um
total de 188 gatos foi avaliado, sendo 89,33% sem raca definida, 5,85% da raca Siamés e
4,78% da raca Persa. A idade dos gatos variou de 6 a 180 meses, sendo 60,63% até 12 meses
de idade. O peso corporeo foi maior ou igual a 2,0 kg em 68,08% dos casos. Entre as causas:
40,95% por acidentes por veiculos motorizados, seguido por mordidas (9,04%), quedas
(4,78%), e acidentes em geral (5,31%). O fémur foi o osso mais afetado (53,81%), seguido
pela tibia/fibula (28,38%), e radio/ulna (9,74%) e Umero (8,05%). As fraturas fechadas
(84,74%) foram a mais frequentes que as expostas (11,44%). Baseado nos dados obtidos foi
possivel concluir que a populacdo estudada constitui-se principalmente de gatos domiciliados,
sem raca definida, com menos de 12 meses de idade, peso maior ou igual a 2,0 kg e que sdo
mais frequentemente acometidos por fraturas fechadas e completas do fémur devido ao
atropelamento.

Palavras-chave: felino, fratura, causa, classificacao.

FRACTURAS DE LOS HUESOS LARGOS EN LOS GATOS: ESTUDIO
RETROSPECTIVO

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue analizar, de forma retrospectiva, una poblacion de gatos con
fracturas de huesos largos en un periodo de seis afios. Los datos significativos del gato (raza,
sexo, edad, peso corporal); domiciliados o0 no, causa de lesion, el tiempo de ocurrencia;
extremidades lesionadas y los huesos fracturados (himero, radio/cubito, fémur, tibia/peroné),
el dafio de los tejidos blandos (cerrado, abierto ), y localizaciéon de la fractura (proximal,
medio y distal tercero), la direccién de la linea de fractura en relacién al eje del hueso
longitudinal (transversal, oblicua, espiral) y el alcance de los dafios (incompleto, completo,
multi - fragmentaria) fueron evaluados. La prueba para comparar las proporciones variables
que se utilizd, supone que las proporciones de cada categoria fueron iguales. Se consideraron
valores significativos de p < 0,05 las diferencias. En conclusion, esta poblacion estuvo
constituida principalmente de gatos mestizos domiciliados, de menos de 12 meses de edad, de
peso superior o igual a 2.kg, que han sido mas frecuentemente afectados por fracturas
completas y cerradas de fémur a causa de accidentes de trafico.

Palabras clave: felino, fractura, causas, clasificacion.
INTRODUCTION

Most of the long bone fractures in small animals take place in the hind limbs, and femur
bone is the most commonly injured (1-7). This may be associated to survival ability, since
traumas located to the caudal half of the body would be less likely to be fatal, or sense of self-
defense, the animal put the hindquarters to absorb the major impact force in a situation of
imminent trauma (2).

Depending on loading forces that the bone is submitted, such as compression, bending,
tension, or torsion, will occur distinctive fracture patterns (8, 9). In addition, the rate of force
application influences the type of fracture and the degree of soft tissue injury (9). There are
various fracture classification systems including cause, anatomical location, morphology,
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severity, whether or not the broken bone is exposed to the external environment, extent of
bone injury, reducibility, stability, among others (3-5, 7, 10).

Fractures in cats exhibit some similarities with fractures in dogs, but anatomical
differences need to be considered, such as humerus and femur straighter, supracondylar
foramen in the humerus in which brachial vessels and median nerve pass, presence of clavicle
(6, 11), which may reflect treatment approach. Furthermore, the type and severity of the
fracture may be associated with the environment to which the animal is exposed (12).

Therefore, the aim of this study was to analyze a population of cats with long-bone
fractures. The hypothesis was that characterization of the prevalence and types of lesions may
contribute to understanding of disease and its prevention and treatment.

MATERIAL AND METHODS

Data from cats with long bone fractures treated at the Veterinary Hospital of the School
of Veterinary Medicine and Animal Science, UNESP Botucatu, Brazil, were analyzed
retrospectively for a period of six years (2006 to 2011).

Data about cat signalment (breed, sex, entire or castrated, age, body weight); domiciled
or not; cause of injury; time of occurrence; injured limbs (forelimb or hind limb) and fractured
bones (humerus, radius/ulna, femur, tibia/fibula); soft-tissue damage (closed, open); and
fracture location (proximal, middle or distal one-third), direction of the fracture line in
relation to the bone's longitudinal axis (transverse, oblique, spiral) and extent of damage
(incomplete, complete, multi-fragmentary) were evaluated.

To compare the variable proportions was used G-test assumed that the proportions in
each category were equal. Data without information were excluded from the analysis. The
differences were considered significant at p<0.05.

RESULTS AND DISCUSION

A total of 141 cats were evaluated in the present study, 90.07% (n=127) were
crossbreed, 6.38% (n=9) Siamese and 3.55% (n=5) Persian. The high number of crossbred
cats probably is associated with limited financial resources as well as preference of the
owners. About sex, 57.45% (n=81) were males, 41.84% (n=59) females (p=0.062), and 0.71%
(n=1) there was no information. Regarding age, the fractures were observed in cats from six
to 180 months of age (mean, 18.1 months; approximately 1.5 years), being 58.16% (n=82)
detected in animals up to 12 months of age, and 31.20% (n=44) over 12 months of age
(p<0.001). In 9.93% (n=15) of cases the age was not mentioned. In a survey of 109 bone
fractures in cats was also observed absence of sex-associated prevalence, but 75% of patients
had two years of age or younger age at time of fracture occurrence (1), age range different of
the determined for the present study. In turn, in a study of 298 fractures in domestic cats was
observed that 80% occurred in animals less than 3 years, with greater representation of males
(13).

The body weight of the cats ranged from 0.3 kg to 6.3 kg (mean of 2.75 kg), and
68.08% (n=96) had body weight greater than or equal to 2.0 kg, 27.66% (n=39) had lower
body weight than 2 kg (p<0.001), and 4.25% (n=6) of cases there was no information. The
entire cats were 38.30% (n=54) and castrated accounted for 11.35% (n=16) of the total
(p<0.001), but in 50.35% (n=7) of medical records this information was not reported. In
general, heavier and neutered adult male cats are more prone to have spontaneous femoral
capital physeal fractures (14). Early neutering may induce delayed closure of the growth plate,
especially in growth plates that close later (6, 7). Since apparently most of the cats in the
present study were entire this may have reflected for the absence of this type of fracture.
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The causes of fractures in cats are varied, but the most common causes are accidents by
cars or other types of motorized vehicles, or falls from high places (3-4, 10). There are also
those associated with bone destruction or bone weakness including neoplastic diseases,
nutritional or metabolic disorders; by indirect violence and repetitive stress; or spontaneous
fractures (3-4, 15). In the present study, motor vehicle accidents accounted for 42.55% (n=60)
of the causes, followed by dog bites (12.76 %, n=18), falls (4.25 %, n= 6), and accidents in
general (6.38 %, n=9) (p<0.001). However, the owner was unable to determine a cause in
34.04% of the cases (n=48). In addition, the patient's environment should be considered in
determining why a fracture occurs (16). In this study, the majority were domiciled cats
(72.34%, n=102), 7.09% (n=10) stray cats (p<0.001), and 20.57% (n=29) there was no
information. Thus, the fractures probably occurred during the time that the cats roam or
escape outdoors. Young cats have a higher tendency to roam outdoors, and are less
accustomed to the environment and traffic, which favor traumatic fractures (12).

One hundred and forty-three fractures (79.89%) fractures occurred in the hind limbs
(p<0.001) being the femur (63.64 %, n=91) the most affected bone, followed by the
tibia/fibula (36.36%, n=52) (p=0.001). In turn, 20.11% (n=36) of the fractures occurred in the
forelimbs, 52.78% (n=19) in the radius/ulna and 47.22% (n=17) in the humerus without
statistical differences between bones (p=7.739). Concerning both forelimbs and hind limbs,
femur (50.84%, n=91) was the most affected bone, followed by the tibia/fibula (29.05%,
n=52), and radius/ulna (10.61%, n=19) and humerus (9.50%, n=17). Other population studies
in cats have also found the femur as the most frequently fractured bone, but there were
variations in the prevalence of fractures among tibia/fibula, humerus and radius/ulna (1, 11,
13, 17). Some authors consider fractures of the radius/ulna to be infrequent accounting for 3%
of all bone fractures in cats, while humeral fractures represent approximately 5% (18).

The closed fractures are characterized by no puncture or open wound in the skin, while
open fractures there is communication with the external environment (3, 10). Open fractures
may be presented with varying degrees of soft tissue damage (9, 10) and are apparently more
common in cats than in dogs (7). In the present study closed fractures (85.47%, n=153) were
more frequent than open fractures (11.12%, n=20) (p<0.001), and 3.35% (n=6) cases there
was no information. Open fractures are observed more frequently in bones below the elbow
and stifle due to poor soft-tissue coverage (7, 19). Likewise, in the present study the bones
most often associated with open fractures were tibia/fibula (70%, n=14). However, the second
was the femur (n=6, 30%), probably related to severity of the injury. The interval between the
injury and the time of treatment is very important in open fractures, because these fractures
are predisposed to bacterial contamination and infection (19). In this study, this interval
ranged from 1 hour to 720 hours (mean of 71.79 hours or approximately 3 days). Thus, the
data indicate that the owners must be clarified about the risks of this delay in treatment.

Based on the extent of damage the fractures may be classified as complete if occurs
complete disruption of the bone continuity, incomplete if has partial disruption of the bone,
and multifragmental if one or more fragments are completely separated (3, 10). Salter-Harris
are fractures that occur through growth plate of immature animals (5, 10), and these fractures
have risk of premature physeal closure and potential development of a bone deformity (5, 7).
In the present study, 67.03% of the diaphyseal femur fractures were complete (n=61), 8.79%
(n=8) multifragmental, and 2.20% (n=2) incomplete (p<0.001). Based on fracture line
orientation relative to the long axis of the bone, 45.90% (n=28) of the complete femur
fractures were transverse, 32.79% (n=20) diagonal, and 21.31% (n=13) spiral (p=0.06). In
addition, 21.98% (n=20) were growth plate fractures. The tibia/fibula fractures were in
73.08% (n=38) complete, 11.54% (n=6) incomplete, and 1.92% (n=1) multifragmental
(p<0.001). Of these tibia/fibula fractures 47.368 % (n=18) were transverse, 42.10% (n=16)
oblique, 10.53% (n=4) spiral (p=0.004), and 13.46% (n=7) were considered physeal.
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In the forelimbs, 82.35% of the humeral shaft fractures were complete (n= 14), 5.88 %
(n=1) incomplete, and 5.88 % (n=1) multifragmental (p<0.001). Based on fracture line
orientation, 42.86 % (n=6) were transverse, 42.86 % (n=6) oblique, and 14.28% (n=2) spiral
(p=0.267). One fracture was considered physeal (5.88%). The radius/ulna fractures were in
63.16% (n=12) complete, and 15.79% (n=3) multifragmental (p=0.001). Of these radius/ulna
fractures 50% were transverse (n=6) and 50% oblique (n=6) (p=0.7697). In addition, 21.05%
(n = 4) were growth plate fractures.

Thus, in this study the pattern of the majority of the fractures was complete, and
transverse orientation was more common in tibia/fibula and radius/ulna fractures. Since the
cats have ability to pronation and supination of the antebrachium and paw, this should be
considered in the treatment choice in the radius/ulna fractures (18). Depending on localization
in the bone, the fractures can be classified into proximal, shaft and distal zones (3). The
diaphysis of the femur (56%) is the most common site of fracture in cats, followed by physeal
fractures (20%) (18). However, in the present study 42.86 % (n=39) of the femoral fractures
occurred in proximal, 25.27% (n=23) in middle, and 31.87% (n=29) in distal (p=0.059) third
of the bone. In tibia/fibula was observed that 7.69% (n=4) of the fractures were located in the
proximal third, 25% (n=13) in the middle third, and 67.31 % (n=35) in the third distal
(p<0.001) that increasing the incidence of open fractures. Some authors have reported that
most fractures of the humerus, as well as radius, preferably involving the middle and distal
one-thirds of these bones (11, 17). However, in the present study 17.65% (n=3) of the
humeral fractures occurred in proximal, 47.06% (n=8) in middle, and 35.29% (n=6) in the
distal thirds (p=0.152), and 36.84% (n=7) of the radius/ulna fractures were located in
proximal, 21.05% (n=4) in middle, and 42.10% (n=8) in distal thirds (p=0.241).

It was possible to conclude that the population evaluated in this study was constituted
mainly of domiciled crossbred cats, under 12 months of age, weighing more than or equal to
2.0 kg, that have been more frequently affected by complete and closed fractures of the femur
due to traffic-related accident.
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introducdo, metodologia, resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo
Unico e espagamento simples, comegando por RESUMO. O abstract, e o resumen, devem ser tradugado
fiel do resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o resumo em
portugués, inglés e espanhol.

« Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave que identifiquem
0 conteudo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducdo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a literatura pertinente,
bem como aos objetivos da pesquisa. A introducdo estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informagdes de reprodutibilidade da pesquisa, de forma clara e
concisa, como variaveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos utilizados, inclusive 0s
estatisticos.

Resultados: Apresentagdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem interpretacfes e
comparacOes. Podera ser sob a forma de tabelas, em folha a parte, no méximo de cinco, ordenadas
em algarismos arabicos e encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas de apresentacao tabular da
ABNT/WBR 6023/2000 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como
Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de gréficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas
em algarismos arabicos, até no maximo de seis, e citadas no texto como Figura. Devem ser
identificadas em folha & parte, onde deve constar o titulo do artigo. Fotografias podem ser em preto e
branco ou coloridas, identificadas com o(s) nome(s) do(s) autor(es) no verso. No caso de desenhos
originais, a impressao deve ser em papel adequado, de qualidade.

Discussdo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados, confrontando com a literatura
pertinente, apresentada na introducdo. Se julgar conveniente, os resultados e a discussdo poderdo ser
apresentados conjuntamente.

Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.
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Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver (http://www.icmje.org./).

Deverdo ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edi¢cdo de textos, Excel
(qualquer versao) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias, desenhos e mapas,
formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco duplo, mantendo margens de 2,5 cm, nas laterais, no topo e
pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos arabicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também apresentar numeracao nas
linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina. N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos
estardo disponiveis no formato PDF no endereco eletrdnico da revista. Para as demais se¢des da
revista sdo validas as normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais
devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira utilizagéo.

ARTIGOS DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artigos de revisdo bibliogréfica serdo publicados nas linguas portuguesa, inglesa e
espanhola, quando o autor apresentar contribuicdo cientifica, relevante na area especifica do assunto
abordado, a convite dos editores.

Deverdo conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-chave, abstract
com keywords e resumen com palabras claves, introdugéo, desenvolvimento do assunto, consideracfes
finais e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 péginas e 60 referéncias.

RELATOS DE CASO

N&o devem ser estruturados, como os artigos. Devem apresentar o titulo em portugués, em
inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com keywords, resumen com palabras claves e
referéncias. Devem conter no maximo cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.

COMUNICACOES CURTAS

Séo relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como, por exemplo,
resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas com, no maximo, cinco paginas,
uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve respeitar as normas para relatos de caso.

REFERENCIAS E CITACOES

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo mencionadas
no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto, nas tabelas e legendas com numeros
arabicos, entre parénteses, seguindo a mesma sequéncia. Os titulos das revistas devem ser abreviados
de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel em: http://www.nIlm.nih.gov.

Exemplos

Citacoes

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisiologica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobiliza¢éo

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

Referéncias
Indique até seis autores seguidos de et al.
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1 Artigo de revista

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, etal.
Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de S&o
Paulo e sua relacdo com 0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organizacdo como autor

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vigosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usuério: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Livro

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de salde para o controle da
artrite-encefalite caprina. S&o Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Capitulo de livro

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 22 ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producéo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Artigos apresentados em congressos, reunides, semindrios etc

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 32 Congresso Nordestino de Producdo Animal,
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Teses, dissertacdes e outros trabalhos académicos

Mortari AC. Auvaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma peélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Publicaces disponiveis na Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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JOURNAL OF VETERINARY MEDICINE AND ANIMAL SCIENCE

RULES FOR PRESENTATION OF PAPERS

The Journal of Veterinary Medicine and Animal Science, from School of Veterinary
Medicine and Animal Science - UNESP, Botucatu, publishes original scientific and review papers,
case reports and short communications related to Veterinary Medicine and Animal Science with
semestral periodicity. The journal is open to national and/or foreign contributions (in English or
Spanish) under the author’s full responsibility.

Publication is conditioned to preliminary evaluation by the president of the editorial board,
that analyses the merit and formal aspects of the work, according to the category of submitted paper
and established editorial rules. If adequate, the article is subjected to review by two experts in the
field. Opinion of reviewers are kept undisclosed. There are no possibility of identification of authors
and reviewers. The articles not accepted will be returned to the authors.

Manuscripts must be submitted at the journal website http://www.fmvz.unesp.br/rvz.

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria e Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubi&o Junior — SP — Brasil

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
SCIENTIFIC PAPERS

Must be prepared according to the following items:
1. Title page:

« Title of the manuscript in Portuguese, English and Spanish, using Times New Roman font 12,
simple spacing, bold and centered, with the words in upper case. When necessary, indicate the
financial support as first footnote;

« Full authors names, where only the first letter of each name must be in upper case at the right
side of the page. The authors” names must be typed separated by line, with numbered superscript
footnotes, which will indicate the position and author’s professional address, followed by the name of
the institution where the work was done or to where it is linked;

« Name, address, telephone number, fax and e-mail address for correspondence;

« In case of involvement of human or experimental animals include the Ethics Committee
approval or equivalent, and type before the bibliographic references with date of approval.

2. Absract in Portuguese, English, and Spanish

o The “resumo”, abstract and “resumen” must be followed by the title in the respective
language and should not exceed 400 words each, with information regarding introduction, methods,
results and conclusions. Text must be justified and in a single paragraph, simple spacing, beginning
with the “RESUMO”. Independent of the paper language, the abstract must be submitted in English,
Portuguese and Spanish.

e Must include a maximum of five “palavras-chave”, keywords, and palabras claves that
identify the text content.

3. The structure of the paper must include:

Introduction: Clearly state the objective of the study with brief overview of the investigated problem
and literature review.
Material and Methods: Provide a concise description of the experimental methods, variables,
population in study, equipment, as well as the statistics, in sufficient detail to allow other researches to
reproduce the results.
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Results: The results should be described without interpretation and comparisons. The results may
include tables, which should come in a separate sheet (maximum of 5 tables) and numbered
consecutively in Arabic numerals, with the title on the top, according to the rules of table presentation
by ABNT/WBR 6023/2000 from Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, and identified in the text
as Table; figures, in case of graphs, photographs, drawings, maps, etc, numbered consecutively in
Arabic numerals (maximum of six), cited in the text as Figure. Photographs may be black and white
or color, identified with the author’s name in the back. Original drawings must be printed in high
quality paper.
Discussion: Should be the interpretation of the results, relative to other relevant studies, presented in
the introduction. If convenient, the results and discussion may be presented together.
Conclusions: The final synthesis, based on the results and discussion.
References: Should be presented according to VVancouver rules (http//:www.icmje.org/), and arranged
in alphabetical order, by author’s last name (examples in the end of the instructions).

Manuscripts should be edited in Microsoft Word for Windows, for text, Excel (any version)
for graphs, JPEG or GIF format (images) for photographs, drawings and maps, A4 format paper (21,0
X 29,7 cm), double spaced, leaving at least 2,5 cm margins, (lateral, top and botton of page), Times
New Roman font, size 12 and numbered in Arabic numerals, beginning in the identification page. The
authors will have to present numeration in the lines, restarting the counting to each new page.
llustrations and legends must be presented on separate sheets.

Reprints will not be offered. The articles will be available in PDF format at the journal
website. The same rules apply for all the other sections of the journal. The manuscripts should not
exceed 15 pages. Unusual abbreviations should be used only after first time citation.

REVIEW ARTICLES

The review articles will be published in Portuguese, English or Spanish, if it provides
scientific contribution that is relevant in the area, when invited by the editors. The review articles must
include: Title (Portuguese, English and Spanish), resumo with palavras-chave, abstract with key words
and resumen with palabras-claves, introduction, subject overview, conclusion e references. Must
contain a maximum of 20 pages and 60 references.

CASE REPORTS

Should not be prepared with the same structure as the articles. The case reports must present
the title in Portuguese, English and Spanish, resumo with palavras-chave, abstract with keywords and
resumen with palabras claves and references. Must contain a maximum of five pages, three tables or
figures and 15 references.

SHORT COMMUNICATIONS

These are reports with new and relevant data of original studies, as preliminary results of a
research. Must be presented with a maximum of five pages, one table and ten references. The structure
should follow the same rules for case reports.

REFERENCES AND CITATIONS

References should be numbered consecutively in order inwitch they are first mentioned in the text,
tables, and legends by Arabic numbers in parentheses in same sequence. The titles of journals should
be abbreviated according to the style List of Journals Indexed in Index Medicus available from:
http://www.nlm.nih.gov.

Examples:

Citations

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucdo fisiolégica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa (1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Umero sem imobilizagéo
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Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.
O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).
O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).

References
List the first seix authors followed by et al.

1 Journal article

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisao. Vet Not. 2004;10:1-15.

Modolo JR, Stachissini AVM, Gennari SM, Dubey JP, Langoni H, Padovani CV, et al.
Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de caprinos do estado de Séo
Paulo e sua relacdo com 0 manejo dos animais. Pesq Vet Bras. 2008;28:597-9.

2 Organization as author

Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis. 12nd ed. Washington;
1975.

Universidade Federal de Vigosa. SAEG: sistema de analises estatisticas e genéticas: manual do
usuario: versdo 7.1. Vigosa; 1997.

3 Book

Modolo JR, Stachissini AVM, Castro RS, Ravazzolo AP. Planejamento de salde para o controle da
artrite-encefalite caprina. S&o Paulo: Cultura Académica; 2003.

4 Chapter in a book

Corréa MC, Corréa CNM. Estafilococias em geral. In: Corréa MC, Corréa CNM. Enfermidades
infecciosas dos mamiferos domésticos. 22 ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 1992. p.91-103.

Mendes AA, Saldanha ESPB. A cadeia produtiva da carne de aves no Brasil. In: Mendes AA, Naas
IA, Macari M. Producéo de frangos de corte. Campinas: FACTA, 2004. p.1-22

5 Conference paper

Malhado CHM, Piccinin A, Gimenez JN, Ramos AA, Gongalves HC. Modelos polinomiais para
descrever a curva de postura de codornas. In: Anais do 32 Congresso Nordestino de Produgdo Animal;
2004, Campina Grande. Campina Grande: Universidade Federal da Paraiba; 2004. p.1-3

6 Dissetation

Mortari AC. Auvaliacdo da técnica de transposicdo do musculo semitendinoso para reparo do
diafragma peélvico: estudo experimental em cdes [dissertacdo]. Botucatu: Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2004.

7 Eletronic material on Internet

Vasconcelos JLM. Endometrite subclinica em vacas leiteiras. Campinas; 2004 [cited 2004 Jan 16].
Available from: <http://www.milkpoint.com.br>.
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REVISTA “VETERINARIA Y ZOOTECNIA”

NORMAS PARA PRESENTACION DE TRABAJOS

La Revista Veterinaria y Zootecnia, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia —
UNESP, Campus de Botucatu, publica articulos cientificos originales, articulos de revision de
bibliografia, estudios de caso y comunicaciones cortas, relacionadas con las areas de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia, con periodicidad semestral, en las lenguas Portugués, Espafiol o Inglés,
siendo los conceptos y opiniones emitidas, de exclusiva responsabilidad de los autores.

La publicacién depende de la evaluacion preliminar del Presidente del Consejo Editorial, que
analiza la relevancia, y los aspectos formales, de acuerdo con la categoria del articulo sometido y las
normas editoriales establecidas. Si es aprobado, se adopta el mérito de la evaluacién por pares, se
envia para dos Revisores, de acuerdo con el area. Los conceptos ademas de la imparcialidad, seran
mantenidos bajo estricta reserva, sin que exista la posibilidad de identificacion entre autores y
evaluadores. Los articulos no publicados seran devueltos.

Los trabajos deben ser enviados pela pagina WEB de la revista
http://www.fmvz.unesp.br/rvz

Prof. Helio Langoni

Revista “Veterinaria y Zootecnia”

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu
18618-000 — Dist. Rubido Junior — SP — Brasil

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

ARTICULOS CIENTIFICOS
Deben ser estructurados de acuerdo con los siguientes puntos:
1. Pégina principal, con:

« Titulo del trabajo en portugués, inglés y en espafiol, tipo de letra Times New Roman, nimero
12, con espacio entre lineas sencillo, en negrilla y centrado, en letra mayudscula. Cuando sea
necesario, indicar la entidad que financia la investigacion, como primer pié de pagina;

« Nombres completos de los autores, en los cuales solamente la primera letra de cada nombre
debe ser mayuscula, en lado derecho de la pagina. Digitarlos separados un por linea, con notas de pié
de pagina numeradas y en sobrescrito, que indicaran el cargo y la direccién profesional de los
autores, seguidos de la institucion donde el trabajo fue realizado o en las cuales estan vinculados;

« Nombre, direccion, teléfono, fax y correo electronico para correspondencia.

« En el caso de involucrar seres humanos o animales de experimentacion, enviar el concepto de
la Comision de Etica o equivalente, destacando en el trabajo antes de las referencias y fecha de
aprobacion, asi como el envio de la copia del concepto.

2. Pégina con resumen en Portugués, Inglés y Espafiol.

« Tanto el “resumo”, como el “abstract”, asi como el resumen, deben estar seguidos del titulo
del trabajo, en el idioma respectivo y contener, como maximo 400 palabras cada uno, con
informaciones referentes a la introduccion, metodologia, resultados y conclusiones. El texto debe
estar ajustado (justificado) y digitado en un solo parrafo y con espacio entre lineas sencillo iniciando
por el “RESUMO”. El “Abstract”, y el Resumen, deben ser fiel traduccion del “Resumo”.
Independiente da la lengua que el articulo fue presentado deberd contener el resumen en portugués,
inglés y espafiol.

« Deben contener como maximo, cinco “palavras-chave” “keywords”, y palabras clave que
identifiquen el contenido del texto.
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3. Laestructura del articulo debera contener:

Introduccidén: debe ser clara, objetiva y relacionada al problema investigado, y a la literatura
pertinente, asi como con los objetivos de la investigacion. La introduccidn establece los objetivos del
trabajo.

Materiales y Métodos: debe ofrecer informaciones de reproductibilidad de la investigacién, de forma
clara y concisa, como variables, poblacién, muestra, equipos, 0 métodos utilizados, inclusive los
estadisticos.

Resultados: Presentacion de los resultados obtenidos, que deben ser descritos, sin interpretaciones y
comparaciones. Podra ser bajo la forma de tablas, en hojas separadas, con maximo de cinco,
ordenadas en algarismos arabicos, y encabezadas por el titulo, de acuerdo con las normas de
presentacién tabular de las hormas ABNT/WBR 6023/2000 de la Asociacién Brasilefia de Normas
Técnicas, ABNT, identificadas en el texto como Tabla; bajo la forma de figuras en los casos de
gréficos, fotografias, dibujos, mapas, etc., ordenadas en algarimos arabicos hasta un maximo de seis, y
citadas en el texto como Figura. Fotografias pueden ser en blanco y negro o a colores; identificadas
con el nombre del autor o autores al lado opuesto. En el caso de dibujos originales, la impresion debe
ser en papel adecuado, de calidad.

Discusion: Debe ser entendida como la interpretacion de los resultados, confrontando la literatura
pertinente, descrita en la introduccion. De ser conveniente los resultados y discusién podran ser
presentados conjuntamente.

Conclusiones: Es la sintesis final, fundamentada en los resultados y en la discusion.

Referencias: Deben ser presentadas de acuerdo con las normas de Vancouver
(http//:www.icmije.org/), y el arreglo organizacion debe ser en orden alfabético por apellido del autor
(modelos anexos al final).

Deberan ser editados en Microsoft Word for Windows, para edicion de textos, Excel
(cualquier version) para gréficos, formato JPEG o GIF (imagen) para fotografias, formato A4 (21,0 x
29,7 cm), a doble espacio, manteniendo margenes de 2,5 cm, en las laterales, parte superior e inferior
de cada pagina, fuente Times New Roman, nimero 12 y numeracion consecutiva de las paginas en
nameros arabicos, a partir de la hoja de identificacion. Deveran presentar también la numeracién en
las lineas, recomenzando la cuenta a cada pagina nueva. llustraciones y leyendas deben ser
presentadas en hojas separadas.

No se ofreceran separatas. Los articulos estaran disponibles en el formato PDF en la pagina
WEB de la revista. Para las deméas secciones de la revista son validas las normas anteriores. No
deben exceder las 15 paginas. Abreviaturas no usuales, deben ser empleadas después de haber sido
escritas por extenso en la primera utilizacion.

ARTICULOS DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Los articulos de la revision bibliogréafica seran publicados en los idiomas portugués, inglés y
espafiol, cuando el autor presente contribucidn cientifica, importante en el area especifica del asunto
abordado, y por invitacion de los editores.

Deberan contener: Titulo (portugués, inglés y espafiol), resumo con palavras-chave, abstract
con keywords e resumen con palabras claves, introduccién, desarrollo del tema, conclusion vy
referencias. Deberan contener como méaximo 20 péginas y 60 referencias (citas bibliogréficas).

ESTUDIOS DE CASO

No deben ser subdivididos, como para los articulos. Deben presentar el titulo en portugués, en
inglés y espafiol, resumo con palavras-chave, abstract con key words e resumen con palabras-claves y
referencias. Deben contener como méximo cinco paginas, tres tablas o figuras y 15 referencias
bibliogréaficas.
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COMUNICACIONES CORTAS

Son relatos con datos inéditos y relevantes de estudios originales, como por ejemplo resultados
preliminares de una investigacién. Deben ser presentados como mé&ximo en cinco paginas, una tabla y
10 referencias bibliogréficas. La estructuracion debe respetar las normas para estudios de caso.

REFERENCIAS E CITACIONS

Numerar las referencias consecutivamente segin el orden en que se mencionen por primera vez en el
texto. En éste, en los cuadros y leyendas, las referencias se identificaran mediante nimeros arabigos
entre paréntesis. Abreviar los titulos de las revistas segin List of Journals Indexed in Index Medicus
disponible en: http://www.nIm.nih.gov.

Ejemplos

Citations

O material deve ser mantido em compressas embebidas em solugo fisiolégica para evitar o
ressecamento (5).

Aulisa(1l) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.

Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do imero sem imobilizagéo

Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e ndo imobilizaram.

O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem (35,42,51).

O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com metodologias diferentes (22-26).
Referencias

Mencionan los seis primeros autores seguidos de la abreviatura et al.

1 Articulo de periddico

Andrade SF, Sakate M. Intoxicacdo por amitraz: revisdo. Vet Not. 2004;10:1-15.
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